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1  Einleitung 
Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) ist zwar eine gut verstandene, 
allerdings noch nicht optimal therapierbare Erkrankung. Ihre Erkennung und unter 
Umständen lebensbedrohliches Krankheitsbild sowie die komplexe Pathogenese 
stellen nach wie vor Probleme bei der Behandlung dar. Eine neue oder ergänzende 
Therapie wäre sehr wünschenswert. 
 
1.1 Heparin-induzierte Thrombozytopenie 
1.1.1 Heparin 
Heparin ist ein auch physiologisch im Körper vorkommendes Glykosaminoglykan  
welches in basophilen Granulozyten und Mastzellen synthetisiert wird (Martin und 
Resch 2009). Es wirkt gerinnungshemmend indem es die Aktivität des Antithrombin 
(AT) verstärkt. AT ist ein in der Leber synthetisiertes Glykoprotein mit einem 
Molekulargewicht von 65kDa. Es wirkt als Protease-Inhibitor und hemmt die 
Gerinnungsfaktoren IXa, Xa (tissue factor) und Thrombin, drei wichtige Bestandteile 
der Blutgerinnung, indem es irreversibel an deren aktive Zentren bindet (Possinger 
und Regierer 2011; Lüllmann et al. 2016). Faktor IXa und Xa sind Teile des 
Prothrombin-Aktivator-Komplexes, welcher Prothrombin in Thrombin umwandelt. 
Thrombin hat mehrere Wirkungen in der Hämostase, so führt es zur 
Thrombozytenaktivierung und Fibrinbildung, welche eine Stabilisierung des in der 
primären Hämostase gebildeten Thrombus bewirkt (Versteeg et al. 2013). Heparin 
beschleunigt die Anlagerung des AT an das Thrombin. Es bindet brückenartig über 
seine Pentasaccharid-Einheiten an die positiv geladene Lysin-Gruppen des AT und 
an Thrombin.  
Heparin ist eines der effektivsten Antikoagulanzien und wird immer noch häufig 
allgemein verwendet bei der postoperativen Prophylaxe tiefer Beinvenenthrombosen 
und bei der Therapie venöser Thrombosen, Embolien und der Verbrauchs-
koagulopathie (Lüllmann et al. 2016; Possinger und Regierer 2011). 
Zur Behandlung stehen unfraktioniertes Heparin (UFH) und niedermolekulares (low 
molecular weight) Heparin (LMWH) zur Verfügung (Martel et al. 2005). UFH ist sehr 
heterogen und hat ein durchschnittliches Molekulargewicht von 15kDa. 
Therapeutisches Heparin wird aus der intestinalen Mukosa von Schweinen und 
Rindern gewonnen. Bei der niedrig dosierten Thromboseprophylaxe werden 




therapeutische Dosis beträgt 20000–40000 I.E. pro Tag und wird mittels einer 
Dauerinfusion intravenös appliziert. Da UFH durch Protamin antagonisierbar ist, wird 
es beispielsweise auch bei Herzoperationen eingesetzt, damit die Gerinnungs-
hemmung anschließend wieder aufgehoben werden kann.  
Da bei der Thromboseprophylaxe mit UFH die partielle Thromboplastinzeit (PTT) 
engmaschig kontrolliert werden muss, um Blutungen vorzubeugen, wurde LMWH 
entwickelt, welches homogener ist und weniger variable antikoagulierende 
Wirkungen zeigt als UFH. Eine Messung der PTT bei der Thromboseprophylaxe ist 
hier nicht nötig (Hirsh et al. 2001). LMWH wird aus UFH durch Fraktionierung 
gewonnen und hat ein durchschnittliches Molekulargewicht von nur 5kDa. Es weist 
eine deutlich bessere Bioverfügbarkeit auf als UFH und wird zur 
Thromboseprophylaxe in Dosen von 20-40 mg ein- bis zweimal täglich subkutan 
injiziert. In wesentlich höherer Dosierung ist es außerdem zur Therapie venöser 
Thrombosen anwendbar. Im Vergleich zu UFH ist LMWH schlechter durch Protamin 
antagonisierbar (Lüllmann et al. 2016; Possinger und Regierer 2011; Reichl et al. 
2014). 
 
1.1.2 Krankheitsbild der Heparin-induzierten Thrombozytopenie 
Eine unerwünschte Nebenwirkung des Heparins ist die Heparin-induzierte 
Thrombozytopenie (HIT) (Walenga et al. 2003). Sie ist die häufigste medikamenten-
assoziierte Thrombozytopenie und Thromboseerkrankung und betrifft 5-7% der 
Patienten, die eine Heparin-Therapie oder Prophylaxe erhalten (Look et al. 1997; 
Reilly et al. 2001; McKenzie und Sachais 2014).  
Es können zwei Formen von HIT unterschieden werden. Zum einen gibt es die nicht-
immunologische Typ I Form, zum anderen die immunologisch-vermittelte Typ II 
Form. Bei beiden Formen kommt es zu einer Thrombozytopenie.  
Die Typ I Form beruht auf der Bindung und Wirkung von Heparin auf Thrombozyten. 
Deren Aktivierung führt zu einem geringen Abfall der Thrombozytenzahl, welche 
bereits wenige Minuten bis zwei Tage nach Heparin-Gabe auftritt. Nach Absetzen 
des Heparins normalisiert sich die Thrombozytenzahl von alleine, daher ist bei dieser 
Form der HIT keine Therapie notwendig (Arepally 2017; Fathi 2018). 
Die HIT vom Typ II tritt für gewöhnlich ab dem fünften Tag nach Beginn der Heparin-
Gabe auf (Reilly et al. 2001; McKenzie und Sachais 2014; Look et al. 1997). Deren 




In gesunden Individuen ist die Immunreaktion in Form von Bildung HIT-spezifischer, 
gegen den Heparin/Plättchenfaktor-4-Komplex gerichteten Antikörper sehr selten 
(0,3-0,5%). Bei der prophylaktischen Gabe von UFH bilden sich bei 8-17% der 
Patienten anti-Heparin/Plättchenfaktor-4 Antikörper, bei LMWH und Fondaparinux 
dagegen nur bei 2-8% (Warkentin et al. 1995; Greten et al. 2010; Arepally 2017). 
Auch die klinische Manifestation der Erkrankung liegt bei UFH mit 2,6% höher als bei 
LMWH mit 0-0,2% (Martel et al. 2005; Arepally 2017). Dieser Unterschied gilt jedoch 
nicht bei therapeutischen Dosierungen, hier ist das Risiko bei UFH (1,5%) und 
LMWH (1,2%) annähernd gleich groß (Arepally 2017). Dies könnte daran liegen, 
dass bei der therapeutischen intravenösen Gabe aufgrund der kürzeren Kettenlänge 
von LMWH eine relative höhere Konzentration als bei UFH vorhanden sein muss, 
welche dann mit PF4 Komplexe bilden kann (Rauova et al. 2005).  
Etwa 95% aller Patienten mit einer HIT vom Typ II zeigen eine Thrombozytopenie. 
Diese ist definiert als Abfall der Thrombozytenzahl auf unter 50% des 
Ausgangswertes oder eine totale Abnahme auf weniger als 100x109/L fünf bis zehn 
Tage nach Beginn der Heparin-Therapie. Normalerweise ist dieser Abfall nach 
Absetzen des Heparins reversibel und kehrt bei etwa 65% der Patienten innerhalb 
einer Woche zum Ausgangswert zurück (Martel et al. 2005; Arepally 2017). Trotz der 
Thrombozytopenie sind Blutungen selten (Look et al. 1997) und nur bei 20-50% der 
Patienten mit nachgewiesenen HIT-Antikörpern kommt es zur Entwicklung von 
venösen und arteriellen Thrombosen (Arepally 2017). Diese sind für die hohe 
Mortalitätsrate von etwa 20% bei dieser Krankheit verantwortlich (Martel et al. 2005; 
Greten et al. 2010; Rauova et al. 2005). Neben der Abnahme der Thrombozytenzahl 
ist für die Diagnose einer HIT auch der Nachweis HIT-spezifischer Antikörper durch 
Labortests nötig (s.u.). 
 
Viele unterschiedliche Faktoren sind an der Entstehung von HIT Typ II (im weiteren 
HIT bezeichnet) beteiligt und obwohl die Pathogenese dieser Erkrankung 
grundsätzlich bekannt ist, werden trotzdem fortlaufend neue Erkenntnisse gewonnen 
(Greinacher A, 2005). Bei der Erkrankung kommt es zu einer Bildung von IgG-
Antikörpern durch B-Lymphozyten (Greinacher 2015b), die gegen den 
Heparin/Plättchenfaktor-4-Komplex (H/PF4) gerichtet sind (Amiral et al. 1995). PF4 
ist ein positiv geladenes Thrombozyten-Chemokin. Es wird in Megakaryozyten, den 




Das Protein hat eine Masse von 7,8kDa (Zucker und Katz 1991) und wird nach 
Aktivierung aus den Thrombozyten freigesetzt. Unter anderem bindet es an negativ 
geladene Glykosaminoglykane (GAGs) auf Endothelzellen und hemmt gebundenes 
AT, wodurch es ein prothrombotisches Milieu begünstigt. Es hat ebenfalls eine hohe 
Affinität für die negativ geladenen Pentasaccharidketten von Heparin, wodurch es zu 
der Bildung von H/PF4-Komplexen kommt. Diese Komplexe binden an B-
Lymphozyten, die wiederum über den Komplementrezeptor CD21 Komplement-
opsonierte Antigene binden und daraufhin Antikörper produzieren (Arepally 2017). 
Die Immunkomplexe, bestehend aus IgG und H/PF4-Ketten, binden auch an 
Thrombozyten, und zwar über den Fc-Teil des IgG an deren Rezeptor FcγRIIA 
(CD32a), was sie für Phagozyten wie Monozyten und Neutrophile opsoniert. Letztere 
phagozytieren die Zellen mit gebundenen Immunkomplexen, was teilweise den Abfall 
der Thrombozytenzahl erklärt (Huang et al. 2011; Rollin et al. 2016). Die 
Thrombozyten werden hauptsächlich in der Milz, aber auch in Lunge und Leber 
abgebaut (Hick und Hick 2013). Außerdem aktivieren die H/PF4-Immunkomplexe 
durch cross-linking des FcγRIIA die Thrombozyten, wodurch eine 
Thrombozytenaktivierung ausgelöst wird, und der dadurch sezernierte PF4 in einem 
positiven feed-back die Antikörperbildung weiter verstärkt. Die Thrombozyten-
aktivierung begünstigt die Entstehung von Thrombosen (Warkentin et al. 1994; Reilly 
et al. 2001; Arepally 2017) und der damit einhergehende intravaskuläre 
Thrombozytenverbrauch trägt weiterhin zum Abfall der Thrombozytenzahl bei 
(Greinacher 2015b). Der thrombozytäre FcγRIIA steht daher im Zentrum der 
Pathogenese von HIT. 
Auch Monozyten und neutrophile Granulozyten verfügen über einen FcγRIIA und 
weitere Fc-Rezeptoren, welche durch die HIT-Antikörper aktiviert werden. Die 
Aktivierung von Monozyten ist assoziiert mit der Bildung des tissue factor (TF, Faktor 
X) und Mikropartikeln, welche die Thrombin-Bildung erhöhen, und die 
Thromboseneigung begünstigen (Rollin et al. 2016; Tutwiler et al. 2016; Perdomo et 
al. 2019). 
 
Da die klinische Diagnose von HIT nicht leicht und häufig nicht eindeutig ist, gibt es 
verschiedene Scoring-Systeme, von denen sich besonders der 4T-score nach 
Warkentin bewährt hat. Hierbei werden den vier Parametern Thrombozytopenie, 




entsprechend ihrer Ausprägung Punktwerte zugeteilt und anhand der 
Gesamtpunktzahl das Risiko einer bestehenden HIT abgeschätzt (Cuker et al. 2012). 
Ohne eine labormedizinische Bestätigung kann die Diagnose einer HIT jedoch nicht 
gestellt werden (Arepally 2017). Es gibt unterschiedliche Labortests, mit deren Hilfe 
eine HIT nachgewiesen werden kann. Man unterscheidet zwischen Immunoassays 
und Thrombozyten-Aktivierungs-Tests (sogenannten Funktionstests). 
Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) erfasst die H/PF4-IgG Antikörper 
im Patientenserum (Elalamy et al. 2009). Er ist einfach in der Durchführung und hat 
eine hohe Sensitivität (>90%), jedoch eine geringe Spezifität (30-70%). Weitere 
Beispiele für immunologische Tests, die jedoch seltener zur Erkennung einer HIT 
eingesetzt werden, sind der Western Blot und der enzyme-linked immunosorbent 
spot (ELISpot) (Perdomo et al. 2019; Selleng et al. 2010). 
Nur ein Teil der durch die HIT generierten H/PF4-IgG-Antikörper ist in der Lage durch 
cross-linking den Fc-Rezeptor der Thrombozyten zu aktivieren. Die geringere 
Spezifität immunologischer Tests ist scheinbar darauf zurückzuführen, dass einige 
Patienten bei Heparingabe niedrig-affine Antikörper bilden, die keine 
Thrombozytenaktivierung herbeiführen (Arepally et al. 1995). 
Von den Funktionstests ist der frühere Goldstandard der Serotonin-Release-Assay 
(SRA). Hier wird nach Zugabe von HIT-Serum und niedrigen Heparin-
Konzentrationen die Freisetzung von radiomarkiertem 14C-Serotonin aus den dichten 
Granula von gewaschenen Spenderthrombozyten gemessen (Warkentin et al. 1992; 
Eke und May 2018; Look et al. 1997). Er hat eine höhere Spezifität als der ELISA-
Test (>95%), ist aber technisch aufwändiger, da die Spender-Thrombozyten mit 
radioaktivem Serotonin markiert werden müssen. Er wird daher nicht routinemäßig 
durchgeführt (Arepally 2017). 
Im Idealfall sollten sowohl ELISA als auch SRA durchgeführt werden, um die 
Sensitivität zu steigern (Slavik et al. 2015).  
Eine weitere Möglichkeit eine HIT nachzuweisen ist die multiple electrode 
aggregometry (MEA) (Abschnitt 3.4.2). MEA liefert ähnlich verlässliche Ergebnisse 
wie der SRA, hat aber erhebliche Vorteile. So ist sie einfacher in der Handhabung, 
da Blut für die Messung verwendet wird, und die Thrombozyten nicht markiert 
werden müssen. Dieser Test ist daher viel schneller und auch kostengünstiger als 
der SRA (Morel-Kopp et al. 2010; Minet et al. 2017; Elalamy et al. 2009; Morel-Kopp 




Es ist entscheidend, eine HIT früh zu erkennen und das Heparin abzusetzen, sobald 
die Diagnose gestellt ist, da es bei weiterer Gabe von Heparin zu schweren 
thrombotischen Komplikationen kommen kann (Laster et al. 1987).  
Nach frühestmöglichem Absetzen des Heparins ist es wichtig, andere 
Antikoagulanzien einzusetzen, um drohende Thrombosen abzuwenden 
beziehungsweise bestehende Thrombosen zu behandeln. Wenn eine langfristige 
Antikoagulation angestrebt wird, werden vor allem orale Vitamin-K-Antagonisten 
(VKAs, z.B. Warfarin) verabreicht. Vorher ist allerdings eine Erholung der 
Thrombozytenzahl abzuwarten, da in der akuten Phase einer HIT das Risiko einer 
Warfarin-induzierten Mikrothrombosebildung besteht. Direkte orale Antikoagulanzien 
(DOACs) sind aktuell die bevorzugte Therapieoption, falls rascher Handlungsbedarf 
notwendig ist. Zu ihnen gehören unter anderem die direkten Faktor-Xa-Hemmer 
Rivaroxaban, Apixaban und Edoxaban sowie der direkte Thrombin-Hemmer 
Dabigatran. Die Vorteile der DOACs gegenüber VKAs liegen darin, dass es nicht zu 
negativen immunologischen Wechselwirkungen mit den HIT-Antikörpern kommt und 
dass sie außerdem einen schnelleren Wirkbeginn zeigen, ohne die natürliche 
antikoagulatorische Wirkung von Protein C zu hemmen. Damit sind sie auch in der 
akuten Phase der HIT einsetzbar (Warkentin et al. 2017). 
 
1.2 FcγRIIA-Rezeptor 
Der thrombozytäre FcγRIIA-Rezeptor spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung 
einer HIT und gehört zur Familie der Fc-Rezeptoren, welche den Fc-Teil von 
Immunglobinen binden.  
 
1.2.1 Fc-Rezeptoren auf Blutzellen 
Auf den meisten Zellen des Immunsystems befinden sich Fc-Rezeptoren. Sie sind 
spezifisch für eine bestimmte Antikörperklasse, so binden Fcγ-Rezeptoren 
beispielsweise nur Immunglobin G (IgG) und Fcε-Rezeptoren nur IgE. Hoch-affine 
FcRs sind in der Lage einzelne Antikörper zu binden, während niedrig-affine FcRs 
nur Immunkomplexe bestehend aus mehreren Antikörpern binden können (Daëron 
1997; Futosi et al. 2013). Einer dieser Rezeptoren ist der niedrig-affine FcγRIIA, der 
auf Monozyten, neutrophilen Granulozyten und dendritischen Zellen exprimiert wird. 




Arman und Krauel 2015; Qiao et al. 2015). Thrombozyten exprimieren 1000-4000 
dieser Fc-Rezeptoren pro Zelle (Qiao et al. 2015). 
 
Neutrophile Granulozyten exprimieren verschiedene Fc-Rezeptoren, die wichtigsten 
sind hierbei die Fcγ-Rezeptoren, welche IgG binden. Die Rezeptoren niedriger 
Affinität sind FcγRII. Der FcγRIIA (CD32a) führt durch Bindung von Immunkomplexen 
zur Zellaktivierung. Im Rahmen einer HIT können Neutrophile entweder von den HIT-
Immunkomplexen direkt über den FcγRIIA, oder durch die Bindung aktivierter 
Thrombozyten via P-Selektin und P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) 
aktiviert werden, was die Thrombosewahrscheinlichkeit erhöht (siehe Abschnitt 1.3.2) 
(Perdomo et al. 2019). Dagegen hat die Aktivierung des FcγRIIB eine Zell-
inhibitorische Wirkung und reguliert den FcγRIIA negativ (Futosi et al. 2013). Zu den 
hoch-affinen FcRs zählen FcγRI, der nur auf bereits aktivierten Neutrophilen auftritt, 
sowie IgE-bindende FcεRI und FcεRII, deren Rolle bisher jedoch unbekannt ist. 
FcαRI, ein weiterer hoch-affiner FcR, ist mit der γ-Kette der FcγRs assoziiert und 
bindet monomeres Serum IgA (Futosi et al. 2013; Rollin et al. 2016) 
 
Auch auf Monozyten und Makrophagen sind FcγRIIA und FcγRIIIA zu finden, die 
ebenfalls durch cross-linking von Immunkomplexen zur Aktivierung der Monozyten 
führen, sowie der der inhibitorisch wirksame FcγRIIB. Die Aktivierung von FcγRI und 
vor allem FcγRIIA auf Monozyten durch HIT-Antikörper führt zu einer gesteigerten 
TF-Synthese, Bildung prokoagulanter Mikropartikel und vermehrter Thrombin-Bildung 
(Rollin et al. 2016; Tutwiler et al. 2016). 
 
Die FcγRs auf dendritischen Zellen ermöglichen vor allem eine spezifische CD4-T-
Zell-Aktivierung. Der genaue Aktivierungsweg über FcγRs ist zwar unbekannt, aber 
generell erhöhen aktivierende FcγRs, wie FcγRI, FcγRIIA und FcγRIII, die Antigen-
Präsentation von Immunkomplexen. Auch hier wirkt FcγRIIB diesem Prozess 
regulierend entgegen (Guilliams et al. 2014). 
 
FcγRs treten des Weiteren auch auf basophilen und eosinophilen Granulozyten, 
natürlichen Killerzellen und Mastzellen auf, die bei der HIT-Pathogenese aber bisher 





1.2.2 Struktur des FcγRIIA (CD32a)  
Der FcγRIIA ist wie alle bekannten FcγRIIs ein low-affinity Rezeptor, der nur eine 
niedrige Affinität gegenüber monomeren IgG-Molekülen hat, dafür aber eine hohe 
Affinität für IgG-Komplexe (Fridman 1991; Arman und Krauel 2015; Bruhns et al. 
2009). Der Rezeptor ist ein single-chain-Rezeptor mit einem extrazellulären, einem 
kurzen transmembranen und einem intrazellulären Teil (Abb. 1). 
Abb. 1: Struktur des FcγRIIA. ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif, Ig: 
Immunglobulin. (Abbildung aus Arman und Krauel 2015 reproduziert mit Erlaubnis des Herausgebers 
des Journal of Thrombosis and Haemostasis). 
Der extrazelluläre Teil besteht aus zwei zu dem Fc-Teil von IgG homologen 
Domänen. Diese C-Domänen sind beim FcγRIIA jedoch kürzer als bei den IgG (ca. 
86 versus ca. 110 Aminosäurereste). Die membranseitige C-Domäne ist für die 
Bindung von IgG verantwortlich, wobei es Unterschiede in seiner Fähigkeit IgG zu 
binden gibt.  
Beim Menschen sind mehrere Polymorphismen des FcyRIIA-Rezeptors bekannt, 
welche dessen Fähigkeit IgG zu binden beeinflussen und auch ein Faktor für das 
Auftreten einer HIT zu sein scheinen (Slavik et al. 2015; Trist et al. 2014). Ein gut 
erforschter Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) 




(Arg-131) durch Histidin führt (His-131), steigert seine Bindungsfähigkeit für IgG im 
Gegensatz zu Arg-131, welches eine niedrigere Bindungsaffinität hat (Arman und 
Krauel 2015; Rollin et al. 2016). Mehrere Studien haben ergeben, dass 
paradoxerweise der Arg/Arg-131 Genotyp besonders häufig bei Patienten mit HIT-
induzierten Thrombosen nachzuweisen ist (Rollin et al. 2016). Es scheint, dass der 
Fc-Rezeptor vom Arg/Arg-131 Genotyp mit einer höheren Empfindlichkeit der 
Thrombozyten für verschiedene Stimuli einhergeht (Clancy et al. 2019) und dass 
Spender mit diesem Genotyp häufiger positiv auf HIT-Seren ansprechen, als 
Spender mit dem Arg/His-131 Genotyp oder His/His-131 Genotyp (Morel-Kopp et al. 
2012; Slavik et al. 2015). 
Der intrazelluläre Teil besitzt ein für Immunrezeptoren charakteristisches 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) (Indik et al. 1992). ITAMs 
enthalten eine kurze Aminosäuresequenz, die wiederum aus zwei YXXL/I-
Sequenzen besteht, die durch sechs bis acht Aminosäurereste voneinander getrennt 
sind (hierbei steht Y für Tyrosin, L für Leucin, I für Isoleucin und X für eine beliebige 
Aminosäure) (Isakov 1997). Beim FcγRIIA ist diese ITAM Sequenz allerdings 
atypisch, da sie zwischen den charakteristischen YXXL/I Sequenzen zwölf anstatt 
nur sechs bis acht Aminosäuren aufweist (Daëron 1997). 
 
1.3 Thrombozytenaktivierung und Hämostase 
Die Hämostase ist ein äußerst komplexer, aber gut erforschter Vorgang und dient der 
Abdichtung verletzter Gefäße zur Vermeidung hoher Blutverluste (Klinke et al. 2010). 
Sie ist die Hauptfunktion von Thrombozyten.  
Während der primären Hämostase binden die Thrombozyten entweder über die 
Glykoproteine GPIa/IIa oder GPVI direkt an das Kollagen der verletzten Gefäßwand 
oder über GPIb an den von-Willebrand-Faktor (vWF), welcher an Kollagen bindet. 
Der vWF wird von Endothelzellen gebildet und/oder stammt nach Verletzung der 
Gefäßwand aus dem Plasma (Watson et al. 2010). Nach Adhäsion an diese 
Matrixproteine werden die Thrombozyten aktiviert, wodurch es zur Sekretion und 
Freisetzung verschiedener Substanzen, Formveränderung und Aggregation der 
Thrombozyten kommt (Stalker et al. 2012; Hick und Hick 2013; Klinke et al. 2010). Zu 
den Mediatoren, die aus den Thrombozyten freigesetzt werden und zu einer 
autokrinen Verstärkung der Thrombozytenaktivierung beitragen, gehört Thromboxan 




synthetisiert wird. Außerdem werden ADP, ATP, und Serotonin aus den dichten 
Granula sezerniert, wobei ADP der wichtigste Verstärker der 
Thrombozytenaktivierung ist. Die Aktivierung spezifischer G-Protein-gekoppelter 
Rezeptoren (GPCR) durch TxA2 und ADP führt zur Stimulation der Phospholipase 
Cβ und es kommt zur Bildung von Diglycerid und Inosittrisphosphat (IP3), woraufhin 
die Proteinkinase C aktiviert wird beziehungsweise die zytosolische Ca2+-
Konzentration ansteigt. Diese intrazellulären Signalwege führen letztlich zur 
Thrombozytenaktivierung: Formwandel, Sekretion und Aggregation (Siess 1989). 
Des Weiteren werden aus den α-Granula GPIIb/IIIa und P-Selektin sezerniert, 
welche auf die Oberfläche der Thrombozyten transloziert werden, sowie Fibrinogen, 
verschiedene Gerinnungsfaktoren und der Plättchenfaktor 4 (PF4) (siehe Abschnitt 
1.1.2) (Jurk und Kehrel 2010; Arman und Krauel 2015). 
Durch inside-out signaling (Proteinkinase-C-Aktivierung, Erhöhung des zytosolischen 
Ca2+)  kommt es zur Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors GPIIb/IIIa (auch Integrin 
αIIbβ3) (Moroi und Watson 2015), woraufhin dieser das im Plasma in hoher 
Konzentration vorhandene Fibrinogen bindet. Dadurch kommt es zur Brückenbildung 
zwischen den Thrombozyten, der sogenannten Thrombozyten-aggregation, welche 
reversibel sein kann, aber irreversibel wird, wenn gleichzeitig die Thrombozyten-
sekretion stimuliert wird (Hick und Hick 2013).  
In der sekundären Hämostase wird über das intrinsische und das extrinsische 
System, an denen verschiedenste Gerinnungsfaktoren beteiligt sind, der 
Prothrombin-Aktivator-Komplex gebildet, der Prothrombin in Thrombin umwandelt 
(Versteeg et al. 2013). Thrombin hat eine Vielzahl von Funktionen. Vor allem aktiviert 
es Thrombozyten und rekrutiert zirkulierende Thrombozyten in das wachsende 
Thrombozytenaggregat. Es stimuliert die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen, welches 
das Thrombozytenaggregat stabilisiert. Außerdem aktiviert es das kontraktile Aktin-
Myosin-Systems wodurch sich die Thrombozyten kontrahieren und sich der 
Thrombus zusammenzieht (Retraktion) (Stalker et al. 2012; Klinke et al. 2010; Fallon 
et al. 2007).  
Auf einige für diese Arbeit wichtige Thrombozytenstimuli und deren Signalwege, die 






1.3.1 Stimuli und Signalwege der Thrombozytenaktivierung 
1.3.1.1 Thrombin und TRAP 
Ein sehr starker Thrombozyten-Stimulus ist Thrombin, welches die Thrombozyten vor 
allem über Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) aktiviert. Thrombin verfügt über 
proteolytische Eigenschaften. Nach Bindung des Thrombins an den Rezeptor wird 
durch Proteolyse ein gebundener Ligand am extrazellulären Teil des Rezeptors 
freigelegt, welcher dann den Rezeptor aktiviert. Humane Thrombozyten exprimieren 
vier verschiedene PARs von denen drei durch Thrombin aktiviert werden (PAR-1, 
PAR-3 und PAR-4) (Andersen et al. 1999; Kahn et al. 1998). Durch die Aktivierung 
des PAR-1 und des PAR-4 kommt es gekoppelt über Gq-und G12/13-Proteine zur 
Aktivierung der Phospholipase Cβ (PLCβ) und wie oben beschrieben zur den 
intrazellulären Signalwegen, welche die Thrombozytenaktivierung (Formwandel, 
Sekretion und Aggregation) vermitteln. Das Thrombin-Rezeptor-aktivierende Peptid 6 
(TRAP-6) entspricht einem Teil des proteolytisch freigelegten PAR-1 Liganden, und 
ist daher ein synthetischer Thrombin-Agonist, der an den PAR-1 Rezeptor bindet 
(Gremmel et al. 2010; Stalker et al. 2012). 
 
1.3.1.2 ADP 
ADP wird bei Thrombozytenaktivierung aus deren dichten Granula sezerniert. Es 
bindet zum einen an den P2Y12-Rezeptor auf der Thrombozyten Oberfläche, welcher 
an das Gi-Protein koppelt, der daraufhin die Adenylatcyclase inhibiert. Außerdem 
bindet es an den P2Y1 Gq-gekoppelten Rezeptor, welcher zur Aktivierung der PLCβ 
und über intrazelluläre Signalwege (s.o.) zum Formwandel, Sekretion und 
Aggregation der Thrombozyten führt (Beck et al. 2017; Versteeg et al. 2013).  
 
1.3.1.3 Arachidonsäure 
Arachidonsäure (AA) ist eine hoch ungesättigte Omega-6-Fettsäure. Die 
Phospholipase A2 spaltet sie bei Thrombozytenaktivierung aus der C2-Position der 
Phospholipide der Zellmembran ab. Bei der Umwandlung von AA durch die mittels 
Aspirin hemmbare Cyclooxygenase 1 (COX-1) und die Thromboxan-Synthase 
entsteht TxA2 (Kasmeridis et al. 2013). Dieses bindet an den Gq-Protein gekoppelten 
Thromboxan-Rezeptor auf der Thrombozytenoberfläche, der bei Aktivierung, ähnlich 
dem PAR-1, über PLCβ, PKC und IP3 zur Thrombozytenaktivierung führt (Stalker et 




1.3.2 P-Selektin vermittelte thrombozytäre Zellinteraktionen 
P-Selektin (auch CD62P) ist ein Molekül, das in den α-Granula der Thrombozyten 
gespeichert und erst bei Thrombozytenaktivierung nach dessen Sekretion auf ihrer 
Oberfläche exprimiert wird. Monozyten, Neutrophile, Eosinophile und 
hämatopoetische Vorläuferzellen besitzen den passenden Liganden PSGL-1 und 
können so an P-Selektin binden. Besondere Bedeutung hat dabei die Bindung von 
Thrombozyten P-Selektin an Monozyten und neutrophile Granulozyten.  
Durch die Thrombozyten-Bindung an Monozyten werden deren adhäsive 
Eigenschaften erhöht. So wird die monozytäre Expression von β-Integrinen 
gesteigert, und dadurch die Adhäsion an Fibronektin und Endothelzellen erhöht. 
Außerdem wird die Zytokin-Produktion der Monozyten gesteigert, unter anderem die 
Sekretion des Tumornekrosefaktors (TNFα) (Thomas und Storey 2015).  
Auch in Neutrophilen steigert die Bindung von P-Selektin an PSGL-1 die Adhäsion 
ans Endothel. Außerdem bilden sich Thrombozyten-Neutrophil-Komplexe, welche 
eine erhöhte phagozytische Aktivität aufweisen und pro-inflammatorische 
Substanzen wie L-Selektin und reaktive Sauerstoffspezies abgeben. Des weiteren 
fördern Thrombozyten-Neutrophil-Komplexe die Fibrinbildung durch Verstärkung der 
Neutrophil-abhängigen Koagulation (Thomas und Storey 2015; Brühl et al. 2012). 
Diese können die Bildung von Thrombosen über unterschiedliche Mechanismen 
begünstigen. Zum einen übertragen die Neutrophilen tissue factor (TF) enthaltende 
Mikropartikel auf die Thrombozyten, wodurch die Fibrinbildung über das extrinsische 
System stimuliert wird (Lisman 2018; Brühl et al. 2012). Außerdem stimuliert die 
Thrombozyten-Neutrophilen Interaktion die Bildung neutrophiler extrazellulärer traps 
(NETs), aus neutrophiler DNA bestehende Netzwerke extrazellulärer Fasern, die 
über den Gerinnungsfaktor XII das intrinsische Koagulations-System aktivieren (Brühl 
et al. 2012) und die Thrombosebildung bei HIT begünstigen (Perdomo et al. 2019). 
Schließlich sezernieren die Neutrophilen verschiedene Oxidantien und Peptide, die 
das natürliche gerinnungshemmende System blockieren, indem unter anderem die 
Aktivität von AT und die Spaltung des vWF gehemmt werden (Pillai et al. 2016; 





1.3.3 FcγRIIA-induzierte Thrombozytenaktivierung und Signalweg  
FcγRIIA (CD32a) ist der einzige Fc-Rezeptor, der auf Thrombozyten vorkommt. Die 
extrazelluläre Aktivierung des FcγRIIA kann in vitro durch CD32 cross-linking, CD9-
Antikörper und Immunkomplexe induziert werden. 
Beim cross-linking bindet zunächst ein monoklonaler CD32-Antikörper mit seiner 
variablen Region (Fv) an den Rezeptor. Dies allein führt noch nicht zur Aktivierung, 
erst infolge der Vernetzung der Fc-Teile des primären Antikörpers durch F(ab‘)2-
Fragmente eines sekundären Antikörpers bildet sich ein FcγRIIA-cluster, das zur 
Rezeptoraktivierung führt (Abb. 2A) (Rosenfeld et al. 1985; Arman und Krauel 2015). 
Der Rezeptor kann auch von Immunkomplexen, wie den H/PF4-IgG Antikörper-
Komplexen in Gegenwart von Heparin aktiviert werden, wie in Abschnitt 1.1.2 
ausgeführt (Kelton et al. 1988; Greinacher 2015b). Hierbei binden die Fc-Regionen 
der IgG Immunkomplexe an den Rezeptor (Abb. 2B).  
 
Abb. 2: Aktivierungswege des FcγRIIA-Rezeptors. (A) Aktivierung über CD32 cross-linking. IV.3 
mAb: primärer monoklonaler CD32 Antikörper. F(ab‘)2 Ab: Sekundärer Antikörper. (B) Aktivierung über 
Heparin/PF4 IgG Immunkomplexe. PF4: Plättchenfaktor 4. (Originalabbildung aus Arman und Krauel 
2015 reproduziert mit Erlaubnis des Herausgebers des Journal of Thrombosis and Haemostasis). 
 
Der thrombozytäre Signalweg nach Aktivierung des FcγRIIA-Rezeptors ähnelt der 
nach GPVI-Stimulation durch Kollagen und collagen-related peptide (Watson et al. 
2010; Moroi und Watson 2015). Nach Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer 
schnellen Phosphorylierung der ITAM-Tyrosine durch Rezeptor-assoziierte Src-




bindet die Tyrosinkinase p72/Syk über dessen tandem-SH2 Domäne. Die Aktivierung 
von Syk setzt eine Kaskade von weiteren Proteinphosphorylierungen, unter anderem 
von Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3-K), des Adapterproteins LAT und der 
Phospholipase Cγ2 (PLCγ2) in Gang. PLCγ2 bildet aus Phosphatidylinosit-
bisphosphat (PIP2), die sekundären Messenger 1,2-Diglycerid, welches die 
Proteinkinase C aktiviert, und IP3, welches aus dem endoplasmatischem Retikulum 
Ca2+ freisetzt (Abb. 3). Dies führt unter anderem zum inside-out signaling des αIIbβ3 
Integrin (Fibrinogenrezeptor) und damit zur Aggregationsbereitschaft der 
Thrombozyten, sowie zur Sekretion von Granula-Inhaltsstoffen wie ADP, P-Selektin 
(Abb. 3). 
PI3-K konvertiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphat (PIP3). Durch die PIP3-Bindung an die PH-Domänen der 
homologen Tyrosinkinasen Btk und Tec kommt es zu deren Translokation an die 
Plasmamembran, woraufhin diese durch Lyn-vermittelte Phosphorylierung und 
Autophosphorylierung aktiviert werden (siehe Abschnitt 1.4.1, Abb. 4) (Lee und 
Bergmeier 2016; Pain et al. 2000; Arman und Krauel 2015; Moroi und Watson 2015; 








Abb. 3: Signalweg des FcγRIIA auf Thrombozyten. IV.3 mAb: monoklonaler anti-CD32 Antikörper. 
F(ab‘)2 Ab: Sekundärer monoklonaler Antikörper. SFK: Src-Kinasen (z.B. Lyn). LAT: linker of activated 
T-cells. PLCγ2: Phospholipase Cγ2. PIP2: Phosphatidylinositolbisphosphat. PIP3: Phosphatidylinositol-
trisphosphat. Btk: Brutons Tyrosinkinase. Tec: Tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma. 
IP3: Inositoltrisphosphat. DAG: 1,2-diacylglycerol. PKC: Proteinkinase C.  PI3-K: Phosphoinositid-3-
Kinasen. P2Y12: ADP-Rezeptor. αIIbβ3: GPIIb/IIIa, Fibrinogen-Rezeptor. (Modifizierte Abbildung aus 
Arman und Krauel 2015 reproduziert mit Erlaubnis des Herausgebers des Journal of Thrombosis and 
Haemostasis). 
 
Obwohl eine vermehrte Phosphorylierung von Btk und Tec nach FcγRIIA Stimulation 
von Thrombozyten beschrieben wurde (Oda et al. 2000), ist unklar, welche Rolle 
diese Kinasen bei der FcγRIIA-induzierten PLCγ2 Stimulation und anschließenden 
Thrombozytenaktivierung spielen. Thrombozyten verfügen über einen weiteren 
ITAM-Rezeptor, das Glykoprotein VI (GPVI). Dieser Rezeptor wird durch die Bindung 
von Kollagen aktiviert und löst einen ähnlichen Signalweg aus wie FcγRIIA (Moroi 
und Watson 2015). Bei der Kollagen-induzierten GPVI-Aktivierung sind sowohl Tec 
als auch Btk an der Aktivierung der PLCγ2 und der anschließenden 
Thrombozytenaktivierung über Erhöhung von IP3, DAG, Erhöhung des intrazellulären 
Ca2+ Levels, und der Aktivierung der Proteinkinase C beteiligt (Atkinson et al. 2003; 
Moroi und Watson 2015). 
 
Ein weiterer Agonist des FcγRIIA ist der CD9-Antikörper, ein IgG1. Die 
Thrombozytenaktivierung findet hier nicht über das CD9-Antigen (ein Tetraspanin) 




mit dem FcγRIIA Rezeptor und führt so zur Thrombozytenaktivierung (Worthington et 
al. 1990; Berlacher et al. 2013). Der Signalweg für die Thrombozytenaktivierung läuft 
hier etwas anders ab als beim cross-linking, so assoziieren die Tyrosinkinasen 
p72/Syk und p53/56/Lyn beispielsweise kaum mit dem FcγRIIA Rezeptor (Qi et al. 
1996).  
 
Btk spielt auch eine Rolle bei der Aktivierung des GPIb durch vWF. GPIb-Stimulation 
führt ähnlich wie die GPVI- und FcγRIIA-Stimulation über die Aktivierung von Syk und 
LAT zur Bildung von PIP3 und zur Btk-Aktivierung. Dies wurde in vitro in Botrocetin-
stimulierten Mausthrombozyten gefunden (Liu et al. 2006). Bocotrecin (für 
Mausthrombozyten) und Ristocetin (für humane Thrombozyten) sind Antibiotika, 
welche unter statischen Bedingungen in vitro die Bindung des globulären vWF an 
GPIb auf der Thrombozytenoberfläche und dessen Aktivierung ermöglichen. Dies 
führt zunächst zu einer Thrombozyten-Agglutination und anschließend, vermittelt 
durch GPIb signaling, zur einer GPIIb/IIIa-abhängigen Thrombozytenaggregation (Liu 
et al. 2004; Garcia et al. 2005; Jenkins et al. 1976; Liu et al. 2006). 
 
1.3.4 Spontanaggregation 
Bei Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder Diabetes, seltener aber auch bei 
gesunden Probanden, wurde bei der Untersuchung von plättchenreichem Plasma 
(PRP) eine erhöhte Spontanaggregation (SPA) gefunden, also eine Aggregation, die 
ohne Zugabe eines Thrombozyten-Agonisten beobachtet werden kann (Mazurov et 
al. 2013; Gabbianelli et al. 2003; Hara et al. 2012). Einige Studien zeigen, dass eine 
erhöhte SPA gemessen im PRP als Risikomarker für arterielle Verschlusskrankheiten 
dienen könnte (Trip et al. 1990; Breddin 1999).  
Es ist jedoch zweifelhaft, ob die SPA gemessen im gerührten Blut mit MEA einen 
klinisch sinnvollen Parameter darstellt. So wurde gefunden, dass die SPA im MEA 
auf die Freisetzung von ADP aus hämolysierten Erythrozyten im Blut zurückzuführen 
ist, welches während der – laut Anleitung vom Hersteller des MEA-Messgerätes – 
dreiminütigen Vorinkubationszeit und Erwärmungsphase gerührt wird (Bampalis 
2012). Dadurch werden auch die Messwerte der anschließend induzierten 
Aggregation verfälscht, die dann signifikant höher ausfallen. Um die SPA so niedrig 
wie möglich zu halten, wurde daher empfohlen, das Blut während der Vorinkubation 





1.4.1 Brutons Tyrosin Kinase 
Die Brutons Tyrosin Kinase (Btk) ist eine nicht Rezeptor-assoziierte zytoplasmatische 
Tyrosin-Kinase der Tec-Familie (Kazianka et al. 2017; Barf et al. 2017). Sie spielt 
eine zentrale Rolle im Signalweg des B-Zellrezeptors von B-Lymphozyten. Hier 
reguliert das Enzym die Proliferation der Zellen und ist daher ein pharmakologisches 
target bei der Behandlung der chronischen lymphatischen Leukämie (CCL) (Bottoni 
et al. 2016). Btk wird in Prä-B-Zellen, B-Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen, 
neutrophilen und basophilen Granulozyten sowie in Megakaryozyten und 
Thrombozyten exprimiert. In T-Lymphozyten und Plasmazellen tritt sie dagegen nicht 
auf (Futatani et al. 2001; Bobe et al. 2001; Quek et al. 1998; Ren et al. 2016; 
Dispenza et al. 2017). Btk ist benannt nach Colonel Ogden Bruton, der sie 1952 im 
Zusammenhang mit dem Krankheitsbild XLA zum ersten Mal beschrieb (Bruton 
1952). Bei XLA (hereditary X-linked agammaglobulinemia, auch Bruton-Syndrom) 
liegt ein genetisches Defizit oder eine Dysfunktion der Btk vor. Da Btk unter anderem 
an der Entwicklung von B-Lymphozyten beteiligt ist, kommt es bei XLA zu einem B-
Lymphozyten-Defizit mit daraus folgender verminderten Antikörper-Produktion (Hypo- 
oder Agammaglobulinämie) und wiederkehrenden bakteriellen Infektionen (Ochs und 
Smith 1996). 
Die Stimulation von GPVI durch collagen-related peptide (CRP) beziehungsweise 
Kollagen mit nachfolgender PLCγ2-Phosphorylierung und Thrombozytenaktivierung 
ist bei XLA-Patienten deutlich reduziert, wodurch es zu keiner oder nur geringer 
Thrombozytenaggregation kommt (Quek et al. 1998; Busygina et al. 2019). Durch 
höhere Dosen Kollagen und CRP kann dieser funktionelle Defekt überwunden 
werden, und zwar durch Aktivierung der strukturell homologen Tyrosinkinase Tec 
(Atkinson et al. 2003). 
Btk enthält eine Pleckstrinhomologe (PH), eine Techomologe (TH), und drei Src-
homologe Domänen (SH3, SH2 und SH1). Die SH1 Domäne stellt die Kinase-
Domäne dar (Futatani et al. 2001; Mohamed et al. 2009) (Abb. 4). Nach einer PI3-
Kinase Aktivierung kommt es zu einem erhöhten Membranlevel von PIP3, welches an 
die hoch-affine PH-Domäne der Btk bindet und zur deren Translokation zur 
Plasmamembran führt. Dort phosphoryliert die Src-homololge Kinase Lyn Y-551 in 
der SH1-Domäne, was zur Autophosphorylierung von Y-233 in der SH3 Domäne 







Abb. 4: Struktur der Btk. PH: Pleckstrin Homologie, TH: Tec-Homologie, SH1: Src-Homologie 1, 
SH2: Src-Homologie 2, SH3: Src-Homologie 3, PIP3: Phosphatidylinositoltrisphosphat, Lyn: 
Tyrosinkinase der SRC-Familie 
 
1.4.2 Irreversible Btk-Inhibitoren 
Btk verfügt über ein Cystein in der ATP-Bindungsstelle (Cys481). Nur insgesamt 10 
weitere Kinasen im menschlichen Genom besitzen ein Cystein an entsprechender 
Stelle. Diese sind drei Kinasen der EGFR-Familie (EGFR, ErbB2 und ErbB4), fünf 
der Tec-Familie (Btk, Bmx, Itk, Tec und Txk), eine der Src Familie (Blk) und Jak3. 
Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden selektive Btk-Inhibitoren entwickelt, welche 
möglichst gezielt kovalent an dieses Cystein in Btk binden und somit irreversibel 
dessen Enzymaktivität hemmen (Honigberg et al. 2010; Pan et al. 2007; Walter et al. 
2016; Yasuhiro et al. 2017). Einer der ersten und bisher am besten erforschte dieser 
Btk-Inhibitoren ist Ibrutinib (PCI-32765) (Honigberg et al. 2010). 
Die Btk-Inhibitoren wurden bisher unter anderem dazu eingesetzt, die Proliferation 
von B-Zellen bei chronisch lymphatischer Leukämie (CLL) zu hemmen (Burger et al. 
2015). Inzwischen haben viele Studien gezeigt, dass Btk-Inhibitoren auch die GPVI-
vermittelte Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit Kollagen hemmen (Rigg 
et al. 2016; Chen et al. 2018; Levade et al. 2014; Kamel et al. 2015). Die Thrombin-
induzierte Thrombozytenaktivierung wird allerdings nur marginal durch die Btk-
Inhibitoren beeinflusst, auch bei Stimulation mit ADP oder AA haben die Btk-
Inhibitoren keinen oder nur geringen Effekt (Busygina et al. 2018; Bye et al. 2015; 
Bye und Gibbins 2018). 
In Thrombozyten von Btk-defizienten XID-(X-linked immunodeficiency)-Mäusen 
kommt es nicht zur Thrombozytenaggregation durch vWF (Liu et al. 2006). In 




Thrombozytenaggregation in vitro und ex vivo durch Ibrutinib gehemmt (Busygina et 
al. 2018; Denzinger et al. 2019). 
 
1.4.2.1 Ibrutinib (PCI-32765) 
Ibrutinib ist einer der ersten, oral verabreichten irreversiblen Btk-Inhibitoren, der zur 
Behandlung der CLL sowie des Mantelzelllymphoms (MCL) und Morbus 
Waldenström eingesetzt wurde (Honigberg et al. 2010; Byrd et al. 2013; Wang et al. 
2015; Lipsky et al. 2015).  
Die Verträglichkeit von Ibrutinib ist relativ gut (IMBRUVICA 2018). Studien belegen 
meist gastrointestinale Nebenwirkungen mit einem Schweregrad von 1 oder 2. 
Hämatologische Nebenwirkungen von Grad 3 und 4 sind selten, treten aber unter 
anderem in der Form von Neutropenie (12,5%), Thrombozytopenie (7,2%) und 
Anämie (7,1%) auf (Tucker und Rule 2015). Bei 39% der Patienten kommt es zu 
meist leichten Blutungen in Form von Hämatomen oder Petechien, bei längerer 
Therapie treten diese bei bis zu 61% der Patienten auf. Ernstere Blutungen von Grad 
3 oder höher sind nur bei 3% der Patienten feststellbar (Kazianka et al. 2017; 
IMBRUVICA 2018; Brown et al. 2019). 
Ibrutinib ist allerdings kein selektiver Btk-Inhibitor, es wirkt in hohen Konzentrationen 
auch hemmend auf Kinasen der Src-Familie (Lyn und Fyn), außerdem auf EGFR, 
Tec, Itk und Txk, für die Ibrutinib jedoch eine deutlich niedrige Affinität hat als für Btk. 
Manche dieser off-target Wirkungen könnten der Grund sein, warum im Rahmen der 
Therapie mit Ibrutinib Hämostasestörungen mit erhöhter Blutungsneigung festgestellt 
wurden. Die Src-Kinasen sind nicht nur bei der Phosphorylierung des ITAM des 
GPVI-Signalwegs beteiligt, sondern spielen auch eine zentrale Rolle beim Integrin 
αIIbβ3 signaling und damit der Thrombozytenaggregation. Tec hat beim GPVI-
Signalweg eine wichtige Funktion und wird als off-target Effekt gehemmt, sodass bei 
gleichzeitiger Btk-Hemmung GPVI kaum noch aktivierbar ist (Byrd et al. 2015a; Bye 
et al. 2015; Busygina et al. 2019; Atkinson et al. 2003; Bye et al. 2017). Da bei XLA-
Patienten Tec die Rolle von Btk übernimmt und somit keine Blutungen auftreten 
(Busygina et al. 2019), sollte eine niedrigere Dosis Ibrutinib, die ausschließlich Btk 
hemmt, keine Blutungen hervorrufen.  
Aufgrund der relativ geringen Btk-Selektivität von Ibrutinib wurden weitere, 





1.4.2.2 Neuere Btk-Inhibitoren 
Acalabrutinib (ACP-196), ONO/GS-4059 (Tirabrutinib) und BGB-311 (Zanubrutinib) 
gehören zu den irreversiblen Btk-Inhibitoren der zweiten Generation, die in in vitro 
Kinase Tests Btk wesentlich selektiver hemmen als Ibrutinib. Sie binden ebenfalls 
kovalent an Cystein 481 (Wu et al. 2016b; Byrd et al. 2015b; Tam et al. 2015; Walter 
et al. 2016). Acalabrutinib wurde im November 2017 vom FDA ebenfalls zur 
Behandlung des Mantelzelllymphoms zugelassen (Markham und Dhillon 2018; 
CALQUENCE 2017). Acalabrutinib ist zwar spezifischer für Btk als Ibrutinib, dafür 
hemmt Ibrutinib Btk in etwa 10-fach niedrigeren Konzentrationen verglichen mit 
Acalabrutinib. Bei hohen Konzentrationen hemmen jedoch beide auch Tec. ONO/GS-
4059 besitzt in vitro dagegen eine ähnliche Affinität für Btk und Tec. 
Es wurde gefunden, dass ebenso wie Ibrutinib auch die neueren Btk-Inhibitoren die 
GPVI-vermittelte Thrombozytenaktivierung in vitro (Acalabrutinib, ONO/GS-4059, 
BGB-3111 und Evobrutinib) und auch ex vivo (Acalabrutinib) hemmen (Bye et al. 
2017; Denzinger et al. 2019). Auch die vWF/GPIb-abhängige Thrombozyten-
aggregation nach Ristocetin-Stimulation war um >80% gehemmt, ohne große 
Unterschiede zwischen den einzelnen Inhibitoren. Die durch TRAP, ADP oder AA 
ausgelöste Aggregation wurde dagegen nicht gehemmt, da die Fibrinogen-vermittelte 
Aggregation nicht von Btk-Inhibitoren beeinflusst wird (Kamel et al. 2015; Bye et al. 
2017; Busygina et al. 2019). 
Die Nebenwirkungen von Acalabrutinib und ONO/GS-4059 sind vergleichbar mit 
denen von Ibrutinib. Bei der Behandlung von CLL oder MCL konnten keine 
Unterschiede der Häufigkeit von niedrig-gradigen Blutungen zwischen Ibrutinib, 
Acalabrutinib und ONO/GS-4059 festgestellt werden (Busygina et al. 2019). BGB-
3111 verfügt über eine gute orale Bioverfügbarkeit und ist ebenfalls gut verträglich. 
Bei einer Dosis von 320 mg/Tag hat es eine achtmal höhere Plasma-Protein-Bindung 
als Ibrutinib (560 mg/Tag), wodurch es zu einer längeren Halbwertszeit und 
konstanteren Btk-Hemmung kommt. Es hat eine geringe Toxizität, hochgradige 
Blutungen sind nicht bekannt (Tam et al. 2019; Zhu et al. 2017; Wu et al. 2016a). 
Der noch sehr neue irreversible Btk-Inhibitor Evobrutinib ist sehr selektiv für Btk und 
hemmt primär B-Zell-Reaktionen, unter anderem deren Proliferation und die 
Freisetzung von Antikörpern und Zytokinen. Er zeigte kürzlich vielversprechende 
Ergebnisse in der Behandlung von Patienten mit Multipler Sklerose, wo er bei einer 




(Montalban et al. 2019). Er soll in Zukunft auch auf seine Wirksamkeit in der 
Behandlung von rheumatoider Arthritis (RA) und systemischem Lupus 
erythematodes (SLE) hin untersucht werden (Amsel 2019). 
Diese neuen Btk-Inhibitoren weisen zwar eine größere Selektivität, allerdings auch 
eine geringere inhibitorische Potenz als Ibrutinib auf (Yasuhiro et al. 2017). 
 
1.4.3 Reversible Btk-Inhibitoren 
Aufgrund der Toxizität infolge von off-target Effekten der irreversiblen Btk-Inhibitoren, 
sind sie bisher nicht zur Behandlung von SLE, RA oder anderen 
Autoimmunerkrankungen zugelassen (Liang et al. 2018). Daher werden zurzeit 
reversible Inhibitoren mit sehr hoher Selektivität für Btk entwickelt, welche nicht wie 
die irreversiblen Btk-Inhibitoren an Cys481 binden.  
Reversible Btk-Inhibitoren werden vor allem im Rahmen von Autoimmun-
erkrankungen und entzündlichen Erkrankungen erforscht, da sie Btk auch in 
Monozyten und Makrophagen hemmen und somit unter anderem die FcγR-
vermittelte TNFα-Produktion unterdrücken (Herman et al. 2018; Katewa et al. 2017). 
Einer dieser reversiblen Btk-Inhibitoren ist GDC-0853 (Fenebrutinib). Es hemmt Btk 
durch Bindung an eine spezifische Stelle in der SH3 Domäne. Die Bindung erfolgt 
nicht kovalent, sondern über Wasserstoff-Brückenbildung und Van der Waals Kräfte 
(Liang et al. 2018). Bisher gilt GDC-0853 als der selektivste Btk-Inhibitor. So zeigen 
kinase-assays, dass GDC-0853 die Btk-ähnliche Tyrosinkinase Tec nicht hemmt. Es 
weist eine geringere Toxizität auf als irreversible Btk-Inhibitoren und hat sehr gute 
pharmakokinetische Eigenschaften (Crawford et al. 2018). GDC-0853 ist oral 
bioverfügbar und gut verträglich, bei einer Dosis-Eskalationsstudie, in der gesunde 
Probanden 100-400 mg des Inhibitors pro Tag oral verabreicht bekamen, traten 
keinerlei Blutungen auf (Herman et al. 2018).  
Ein weiterer sehr viel versprechender reversibler Inhibitor ist G-744. Er zeigt sehr 
gute Ergebnisse in einem Mausmodell der Lupus-Nephritis (Katewa et al. 2017).  
PRN1008 ist ein weiterer reversibler, jedoch kovalenter, Btk-Inhibitor, der vor allem 
zur Behandlung von RA eingesetzt werden soll. Er wird aber auch auf seine Wirkung 
bei anderen Autoimmunerkrankungen hin untersucht, wie beispielsweise Immun-
thrombozytopenischer Purpura, Hauterkrankungen wie dem Pemphigus Vulgaris und 
anderen immunologischen Erkrankungen mit Beteiligung von Autoantikörpern und B-




Bindung an Btk, welche langdauernd ist und nur langsam abnimmt (15% nach 24h), 
aufgrund kovalenter Bindungen, die jedoch nicht permanent sind. Er hat wenig off-
target Wirkungen und ist deshalb sehr gut verträglich (Liang et al. 2018; Smith et al. 
































HIT ist die häufigste medikamenten-assoziierte Thrombozytopenie, die 0,2-3% der 
Patienten betrifft, die Heparin zur Therapie oder Prophylaxe erhalten. Sie kann zu 
lebensbedrohlichen venösen und/oder arteriellen Thrombosen bis hin zum Tod 
führen. HIT ist in seiner komplexen Pathogenese zwar bereits gut verstanden, 
allerdings noch nicht optimal therapierbar. Auslöser der Erkrankung ist die Bildung 
von IgG-Antikörpern gegen neue Epitope auf PF4, welche nach dessen Bindung an 
Heparin exponiert werden. Die gebildeten IgG-Heparin-PF4-Immunkomplexe können 
mit ihrem Fc-Teil an den thrombozytären Fc-Rezeptor (FcγRIIA) binden und diesen 
aktivieren. Dadurch kommt es zur Thrombozytenaggregation und -sekretion, und der 
Interaktion von Thrombozyten mit Monozyten und neutrophilen Granulozyten, 
wodurch venöse und arterielle Thrombosen entstehen können. 
Aus einer früheren Studie war bekannt, dass die Brutons Tyrosinkinase (Btk) nach 
FcγRIIA-Aktivierung in Thrombozyten stimuliert wird; die Bedeutung von Btk für die 
Thrombozytenaktivierung war jedoch unbekannt. Da die thrombozytäre FcγRIIA-
Aktivierung eine zentrale Rolle bei der Pathogenese von HIT spielt, aber bisher in der 
Therapie von HIT nicht berücksichtigt wird, wurde in dieser Arbeit der Frage 
nachgegangen, ob die FcγRIIA-induzierte Thrombozytenaktivierung durch Btk-
Inhibitoren gehemmt werden kann. 
Es wurde daher der FcγRIIA auf Thrombozyten im Blut durch verschiedene Stimuli 
(CD32 cross-linking, CD9-Antikörper, HIT-Serum) aktiviert, und die Aggregation und 
Sekretion der Thrombozyten und deren Interaktion mit neutrophilen Granulozyten 
gemessen. Dabei wurde untersucht, ob diese durch die thrombozytäre FcγRIIA-
Aktivierung ausgelösten Prozesse in vitro durch verschiedene, sich in klinischer 
Anwendung oder in klinischen Studien befindenden irreversiblen Btk Inhibitoren 
(Ibrutinib, Acalabrutinib, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib) und einen 
reversiblen Btk-Inhibitor (GDC-0853) hemmbar waren. Außerdem wurde in einem ex 
vivo Versuch die Wirkung einer einmaligen oralen Einnahme von Ibrutinib auf die 
FcγRIIA-vermittelte Thrombozytenaggregation geprüft. 
Das Ziel war es herauszufinden, ob Btk-Inhibitoren die Aktivierung des 
thrombozytären FcγRIIA reduzieren können und damit als eine neue zusätzliche 
Option bei der Behandlung von HIT in Frage kommen könnten.  
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Natriumchlorid (NaCl) 0,9 % B. Braun, Melsungen 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Honeywell Research Chemicals, Seetze 
PBS     Dulbecco’s Phosphate buffered Saline, Taufkirchen 
 
ATP-Sekretion 
Luciferase    Chrono-Lume®, Chronolog,  
Havertown, Pennsylvania USA 
ATP Adenosine 5′-triphosphate disodium salt hydrate, 
Chronolog, Havertown, Pennsylvania USA 
  
Antikörper 
anti-CD32 (AT10) Monoclonal antibody, ThermoFisher Scientific, 
   Rockford, Illinois USA 
anti-CD32 (IV.3)  Monoclonal antibody, GeneTex,  
Irvine, Kalifornien USA 
Fab2 F(ab')2-Goat anti-Mouse IgG (H+L) cross-adsorbed secondary 
antibody, ThermoFisher Scientific, 
   Rockford, Illinois USA 
anti-CD9  Monoclonal antibody (Ts9), ThermoFisher Scientific, 
   Rockford, Illinois USA 
 
anti-human IgG ImmunoPure® Goat Anti-Human IgG (Fc) 
 ThermoFisher Scientific, Rockford, Illinois USA 
 
anti-CD14-FITC BD Biosciences, Heidelberg 
anti-CD66b  “Pacific Blue”, Biolegend, 
   San Diego, Kalifornien USA  
anti-CD41  PE Mouse Anti-Human CD41a Clone HIP8,  
   BD Biosciences, Heidelberg 
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anti-CD62P   APC-conjugated, Biolegend, 
   San Diego, Kalifornien USA 
IgG1κP   PE-conjugated isotype control, Biolegend, 
San Diego, Kalifornien USA 
 
Btk-Inhibitoren 
Ibrutinib  PCI-32765, Selleckchem, 
   München 
Acalabrutinib  ACP-196, AdooQ BioScience,  
Irvine, Kalifornien USA 
Tirabrutinib   ONO-4059, Selleckchem, 
   München 
Zanubrutinib  BGB-3111, MedChemExpress,  
Monmouth Junction, New Jersey, USA 
Evobrutinib  M2951; MSC2364447C, MedChemExpress,  
Monmouth Junction, New Jersey, USA 
Fenebrutinib  GDC-0853, MedChemExpress,  
Monmouth Junction, New Jersey, USA 
 
Sonstiges 
Kollagen Horm, Nycomed Pharma, Unterschleissheim 
 
ADP Adenosine 5'-diphosphate sodium salt, Biopool, 
Wicklow, Irland 
 
Ristocetin RISTOtest Reagenz, Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
 
TRAP-6 PAR-1 Agonist, Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim 
 
Arachidonsäure ASPItest, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
 
Heparin Heparin-Natrium-25000-ratiopharm®, Ulm 
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Plaque homogenisierte Gefäßplaques, zur Verfügung 
gestellt von Prof. Dr. Richard Brandl aus dem 
Department Gefäßchirurgie des Krankenhauses 
Barmherzige Brüder München  
 
HIT-Serum Patientenserum mit nachgewiesenen HIT-
spezifischen Antikörpern, zur Verfügung gestellt 
von OA Dr. med. Georg Wittmann aus der 
Abteilung für Transfusionsmedizin, Zelltherapeutik 
und Hämostaseologie des Klinikums der Universität 
München in Großhadern 
 
RBC lysis buffer   Fixationspuffer mit Formaldehyd (9,8%)  
10X Stock verdünnt zu 1X 
Katalognummer: 422401 BioLegend 
San Diego, Kalifornien USA 
   
3.2 Geräte 
Multiplate® Impedanzaggregometer,  („multiple electrode aggrego-
metry “), Dynabyte Medical, München 
 
Lumi-Aggregometer  „Platelet Ionized Calcium Aggregometer (PICA)“, 
Chronolog, Havertown, Pennsylvania 
 
FACS BD FACSCanto („fluorescence-activated cell sorting”), BD 
Biosciences, Heidelberg 
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3.3 Sonstige Materialien 
Safety-Multifly®-Kanüle   21-Gauge, Sarstedt, Nümbrecht 
VACUETTE® Luer-Adapter  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Multiplate® Hirudin Blood Tube   Dynabyte Medical, München 
LUMI-Aggregometer Küvetten  Chronolog, Havertown, Pennsylvania 
Multiplate®-Küvetten   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
S-Monovette®     3,8 ml 9NC/PFA, Sarstedt, Nürnberg 





Die gesunden Probanden aus dem erweiterten Bekanntenkreis wurden über 
WhatsApp® am Tag der Blutabnahme kontaktiert. Die Spender gaben an, dass sie 
mindestens zwei Wochen vor der Blutabnahme keine Medikamente zu sich 
genommen hatten, welche die Thrombozytenfunktion beeinflussen könnten. Die 
Probanden stimmten nach einer ausführlichen Aufklärung der experimentellen 
Verwendung ihrer Blutproben zu und unterschrieben ein nach Beratung durch die 
Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität München (AZ 365-14) 
erstelltes Informations- und Einwilligungsschreiben. Die Blutabnahme entsprach den 
ethischen Grundsätzen für die medizinische Forschung am Menschen laut der 
Deklaration von Helsinki.  
Die Blutabnahme erfolgte per Punktion einer Armvene mit Butterfly-Kanülen (21 
Gauge), welche über Adapter mit Hirudin-Vakuum-Monovetten (3 ml) verbunden 
wurden. Die finale Hirudinkonzentration im Blut betrug 200 U/ml bzw. ca. 15 µg/ml. 
Alternativ wurde das Blut mit Küvetten abgenommen, die 0,38 ml gepuffertes 
Natriumcitrat (0,129 mol/l) enthielten. Je nach Versuch wurden zwischen 10 und 20 
ml Blut abgenommen. 
 
3.4.2 Multiplate® (Messung der Thrombozytenaggregation im Blut) 
Die Thrombozytenaggregation im Blut wurde mithilfe des Multiplate® gemessen, 
eines weiterentwickelten Impedanzaggregometers der Firma Dynabyte (Vertrieb jetzt 
über Verum Diagnostica, Roche). Das Gerät verfügt über fünf Kanäle, an denen 
gleichzeitig gemessen werden kann. Die Metallplatte, die die Kanäle enthält, hat eine 
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Temperatur von 37°C und erwärmt somit das Blut. In jeden Kanal kann eine 
Einwegküvette eingesetzt werden, die zwei Impedanz-Sensoren (zwei Platin-
Elektrodenpaare) enthält. Pro Testzelle sind also insgesamt vier Elektroden (zwei 
Anoden, zwei Kathoden) an der Messung beteiligt, weshalb das Verfahren auch als 
„multiple electrode aggregometry“ (MEA) bezeichnet wird (Abb.5). Durch Anlagerung 
aktivierter und aggregierter Thrombozyten an die Elektroden kommt es zu einem 
verminderten Stromfluss zwischen Kathode und Anode und dadurch zu einem 
erhöhten elektrischen Widerstand (bei Wechselstrom Impedanz genannt). Die 
Impedanzänderung ist proportional zur Thrombozytenaggregation und wird von den 
beiden Sensoren über die gesamte Messzeit unabhängig voneinander 
aufgezeichnet. So entstehen zwei Aggregationskurven, die im Idealfall kaum 
voneinander abweichen. Andernfalls wird die Messung verworfen. Der Mittelwert 
beider Kurven wird in Aggregationseinheiten (AU, Aggregation Units) angegeben, die 
Fläche unter der Kurve über die gemessene Zeit in AU*min. Während der gesamten 
Messung wird das Blut kontinuierlich mit einem PTFE-(Poly-tetra-fluoro-ethylene)-
beschichteten magnetischen Rührer gerührt (900 U/min) (Tóth et al. 2006; Bampalis 
et al. 2012). 
 
Abb. 5: Multiplate®-Gerät: Links: Einheit mit Kanälen und Bildschirm. Originalabbildung von Verum 
Diagnostica GmbH Roche, reproduziert mit Erlaubnis der Firma Roche Diagnostics Deutschland 
GmbH. Rechts: Schematische Darstellung einer Multiplate®-Küvette mit vier Elektroden und Rührer. 
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Jede Testzelle, aus der zunächst der Rührer entfernt wurde, um die durch ADP 
Freisetzung aus Erythrozyten bedingte Spontanaggregation zu verhindern, (Bampalis 
et al. 2012), wurde mit 300 µl NaCl gefüllt, anschließend wurden zuerst 0,6 µl eines 
Btk-Inhibitors oder DMSO (0,1% finale Konzentration) zur Lösungsmittel-Kontrolle 
und dann 300 µl Blut zugegeben und mit einer Pipette vermischt. Das Blut wurde für 
5, 15, 30 oder 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Bei kurzen Inkubationszeiten (5 und 15 
Minuten) wurden die Küvetten im Wärmeblock des Multiplate®-Gerätes inkubiert, bei 
längeren Zeiten (30 und 60 Minuten) dagegen abgedeckt in einem Inkubator. Danach 
wurden 1,2 µl des AT10-Antikörpers (2 µg/ml) zugegeben und für weitere 3 Minuten 
inkubiert, bevor 13,8 µl des Fab2-Antikörpers (30 µg/ml) zugegeben wurden. Gleich-
zeitig wurde der Rührer zugegeben und die Messung gestartet. Es wurde 10 Minuten 
lang gemessen. Bei den Messungen mit dem CD9-Antikörper war das Vorgehen 
dasselbe, nach der Inkubationszeit wurden 1,2 µl des Antikörpers (1 µg/ml) zugeben 
und die Messung gestartet. 
Für die Experimente mit HIT-Serum wurden auf HIT-spezifische IgG-Antikörper 
positiv im ELISA getestete Seren von 28 verschiedenen Patienten bereitgestellt (Dr. 
Georg Wittmann, Department für Transfusionsmedizin, Klinikum der LMU). 0,6 µl 
DMSO oder ein Btk-Inhibitor (Ibrutinib oder Acalabrutinib) wurden zu 200 µl NaCl in 
der Testzelle gegeben. Dann wurde 300 µl Blut zugegeben und mit einer Pipette 
gemischt, bevor es für 30 Minuten abgedeckt im Inkubator vorinkubiert wurde. 
Anschließend wurden 100 µl des HIT-Serums zugegeben und für weitere 30 Minuten 
inkubiert. Danach wurden 0,5 U/ml Heparin zugegeben und für 3 Minuten inkubiert, 
bevor die Messung mit Zugabe des Rührers gestartet wurde (Bampalis et al. 2012) 
und die Aggregation für 10 Minuten gemessen wurde. Kontrollwerte enthielten weder 
HIT-Serum noch Heparin, beziehungsweise nur Heparin. 
 
3.4.3 Messung der ATP-Sekretion 
Die ATP-Sekretion der Thrombozyten im Blut wurde mithilfe des LUMI-Aggregometer 
von Chronolog gemessen (Ingerman et al. 1979). Dieses Gerät misst die emittierte 
Lumineszenz, wenn ATP mit Luciferase interagiert. Es besteht aus zwei separaten 
Messeinheiten, die analog mit einem Schreiber verbunden sind, dessen Ausschlag 
die gemessene Lumineszenz wiedergibt. 
Firefly-Luciferase ist ein Enzym, das die Oxidation des von biolumineszenten 
Organismen gebildeten Naturstoffs Luciferin in zwei Schritten katalysiert (Smirnova 
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und Ugarova 2017). Dabei reagiert im ersten Schritt das Luciferin mit ATP, woraufhin 
Luciferyl-Adenylat entsteht (LH2-AMP). Dieses wird im zweiten Schritt in Anwesenheit 
von Luciferase und Sauerstoff oxidiert und bildet Oxyluciferin (Oxy-LH2), CO2 und 
AMP (Abb 6). 
 
 
Abb. 6: Zweischrittige Reaktion der Luciferase. D-LH2: Firefly Luciferin, ATP: Adenosin-5’-
Triphosphat, LH2-AMP: Luciferyl-Adenylat, Oxy-LH2: Oxyluciferin, AMP: Adenosin-5’-Monophosphat 
 
Oxyluciferin liegt normalerweise in einer von sechs möglichen Formen vor, in der 
Biolumineszenz-Reaktion tritt es in seiner elektronisch angeregten anionischen Keto-
(1)-Form auf. Dieses Bioluminophor fällt in eine weniger energiereiche Form zurück 
und emittiert dabei Licht (Vieira et al. 2012). Über dieses emittierte Licht wird indirekt 
die ATP-Sekretion von aktivierten Thrombozyten gemessen. 
Die ATP-Sekretionsmessungen wurden ähnlich wie die Aggregationsmessungen im 
Multiplate® durchgeführt (Bampalis 2012). Zur Erstellung einer ATP-Eichkurve wurde 
200 µl Blut, antikoaguliert mit Hirudin, mit 200 µl NaCl in einer Chronolog-Küvette 
gemischt und für 3 min bei 37°C in dem LUMI-Aggregometer inkubiert. Anschließend 
wurde der Metall-Rührer zugegeben (Rührgeschwindigkeit 1100 rpm) und die 
Messung gestartet. Nach 2-3 Minuten wurde 30 µl Luciferin/Luciferase und 
anschließend ATP in steigenden Konzentrationen (50nM, 100nM, 200nM) 
zugegeben und der maximale Ausschlag des Schreibers für die jeweilige Menge 
aufgezeichnet. Zur Messung der Wirkung der Btk-Inhibitoren wurde der Hemmer (0,4 
µl) bzw. DMSO (0,4 µl) zur Kontrolle zu 200 µl NaCl gegeben, bevor es mit 200 µl 
Hirudinblut gemischt wurde. Das Blut wurde dann bei 37°C für 30 Minuten in 
Messkammer des Geräts inkubiert. Bei Aktivierung durch CD32 cross-linking wurde 
danach 0,86 µl AT10 (2 µg/ml) zugegeben, gemischt und für 3 Minuten inkubiert. 
Anschließend wurde der Rührfisch zugegeben und die Messung gestartet. 30 µl 
Luciferin/Luciferase wurden zugegeben, und kurz danach 9,92 µl des Fab2-
Antikörpers (30 µg/ml). Die Messungen wurden für etwa 2 Minuten durchgeführt, bis 
das Lumineszenzsignal maximal war, und begann, wieder abzunehmen. 
 
Schritt 1: D-LH2 + ATP     LH2-AMP 
  




Luciferase + O2 
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Es wurde auch die Aktivierung mit dem CD9-Antikörper getestet, wobei das Blut mit 
0,86 µl CD9-Antikörper (1 µg/ml) aktiviert wurde.  
Die Maximale Lumineszenz des jeweiligen Runs wurde anschließend anhand der 
vorausgegangenen Eichung des Geräts mit ATP in sezernierte ATP Konzentrationen 
umgerechnet. 
 
3.4.4 Fluorescence-activated cell sorting (FACS) 
Die Durchflusszytometrie bietet die Möglichkeit eine große Menge Zellen oder 
Zellpartikeln anhand ihrer optischen und fluoreszierenden Eigenschaften innerhalb 
kürzester Zeit zu analysieren. Das Gerät umfasst vier Hauptbestandteile: das 
Flüssigkeitssystem, das optische System, die Detektoren sowie einen Computer. 
Durch Überdruck wird die zu messende Probe über eine Stahlkapillare 
aufgenommen. Das Flüssigkeitssystem, bestehend aus einer meist in PBS gelösten 
Mantelflüssigkeit (sheath fluid), beschleunigt die aufgenommene Zellsuspension, 
woraufhin sich gebildete Aggregate auflösen und sich die einzelnen Partikel der 
Probe in einem schmalen Strahl anordnen, sodass sie jeweils einzeln den 
Analysepunkt erreichen. Dies wird als Hydrodynamische Fokussierung bezeichnet 
(Raffael 1988). Das optische System besteht aus einem Laser und verschiedenen 
Linsen, die den Laserstrahl formen und fokussieren. Der Laser wird so ausgerichtet, 
dass er jeweils nur die einzelnen zu messenden Partikel/Zellen in der Probe 
beleuchtet. Passiert einer dieser Partikel den Lichtstrahl, wird das Licht am Rand des 
Partikels entsprechend seiner Geometrie (rund oder diskoid) und intrazellulären 
Beschaffenheit gestreut (Adan et al. 2017). Enthält dieser Partikel fluoreszierende 
Bestandteile, wird außerdem ein Photonenimpuls bestimmter Wellenlänge emittiert 
(Ibrahim und van den Engh 2007). Sowohl die Streuung, als auch das emittierte Licht 
wird von Detektoren erfasst, die mit Filtern dem jeweiligen Messvorhaben angepasst 
werden können.  
Bei der Lichtstreuung werden zwei Formen unterschieden, dem Forward Scatter 
(FSC) und dem Side Scatter (SSC). Das FSC entsteht durch die Ablenkung des 
Laserstrahls entlang seiner Achse und ist proportional zur Größe des Partikels oder 
der untersuchten Zelle. Das SSC entsteht durch frakturiertes oder abgelenktes Licht 
des Partikels und bildet einen Winkel von etwa 90° zum Laserstrahl. Es ist 
proportional zur Granularität und Komplexität der Zelle (Abb. 7). Die von den 
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Detektoren aufgenommen Signale werden in elektrische Datensätze umgewandelt 
und an den Computer weitergeleitet (Adan et al. 2017). 
Beim FACS wird die Lichtstreuung gleichzeitig mit der Fluoreszenz der Proben 
gemessen. Unter Fluoreszenz versteht man das durch Strahlung angeregte Leuchten 
eines Stoffes. Da Zellen nur wenige natürlich fluoreszierende Bestandteile enthalten, 
können sie durch Fluorophore eingefärbt werden. Jeder Fluorophor besitzt ein 
charakteristisches Emissionsspektrum und kann an spezifische Moleküle, z.B. 
Antikörper konjugiert werden, die an spezifische Rezeptoren auf Zellen oder an 
Proteine, welche nach Zellaktivierung exprimiert werden, binden. Auf diese Weise 
können unterschiedliche Zellpopulationen, und die Aktivierung von Zellen gemessen 
werden. Beispiele dieser Farbstoffe sind Fluorescein-isothiocyanat (FITC), 
Phycoerythrin (PE) und Allophycocyanin (APC), die für die Darstellung 
Immunfluoreszenz eingesetzt werden. In einer Probe können dabei unterschiedliche 
Fluorophore kombinieren werden. Die Fluoreszenz wird im gleichen Winkel emittiert 
wie das SSC (Wilkerson 2012; Adan et al. 2017; Raffael 1988) (Abb. 7).  
Abb. 7: Streuung und Emission des einfallenden Lichts beim FACS. FSC: Forward Scatter, SSC: 
Side Scatter, Fl1/Fl2: durch verschiedene Fluorophore emittiertes Licht.  
Es gibt unterschiedliche Möglichkeiten die gemessenen Daten anschließend sichtbar 
zu machen. Bei der Einzelparameter-Analyse wird ein Histogramm gebildet, bei dem 
die x-Achse die Ausprägung des gemessenen Parameters bestimmt und die y-Achse 
die Anzahl dieser Ereignisse. Bei der Zweiparameter-Analyse werden auf x- und y-
Achse zwei unterschiedliche Parameter angegeben (z.B. FSC und SSC oder zwei 
unterschiedliche Marker), wodurch ein Streudiagramm entsteht, bei dem die Dichte 
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der aufgetragenen Punkte die Häufigkeit des Ereignisses darstellt (Adan et al. 2017). 
Durch das sogenannte „Gating“ können vom Nutzer Grenzwerte definiert werden, um 
Zellen mit bestimmten Eigenschaften zu isolieren (Ibrahim und van den Engh 2007). 
In Eppendorf-Cups wurden zunächst 300 µl NaCl mit DMSO (0,1%) oder dem 
jeweiligen Btk-Inhibitor versetzt und danach mit 300 µl Blut gemischt. Die Proben 
wurden dann bei 37°C für 30 Minuten abgedeckt in einem Brutschrank inkubiert, 
bevor die Thrombozyten über CD32 cross-linking über eine Dauer von 10 Minuten 
aktiviert wurden (wie im Abschnitt 3.4.2 beschrieben). Die Aktivierung wurde ohne 
Rühren der Proben durchgeführt. Anschließend wurden von jeder Probe jeweils 100 
µl in ein FACS Röhrchen pipettiert und für 15 Minuten bei Raumtemperatur im 
Dunkeln mit verschiedenen Fluoreszenz-markierten Antikörpern inkubiert. Der 
Antikörper anti-CD41a–PE (5 µl) bindet an CD41-(Glykoprotein IIb)-auf Thrombo-
zyten, anti-CD14–FITC (2 µl) an Monozyten und anti-CD66b-Paciffic blue (2 µl) an 
neutrophile Granulozyten. Der APC-konjugierte anti-CD62P (2 µl) bindet an P-
Selektin, einem Protein, das von aktivierten Thrombozyten sezerniert wird und somit 
einen Maßstab für die Thrombozytenaktivierung darstellt. Außerdem wurde eine 
Isotypkontrolle durchgeführt mit passendem IgG1-PE-Antikörper (6 µl, gelöst im 
Verhältnis 1:100) als Negativkontrolle für die Thrombozytenbindung an neutrophile 
Granulozyten. Nach dieser Inkubation wurde zu jeder Probe 450 µl eines 1X RBC 
lysis/fixation Puffer zugegeben und für weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur 
fixiert.  
Die Messungen wurden durchgeführt mit dem FACS Canto II flow cytometer (BD 
Biosciences). Dabei wurden zunächst die Gating-Areale festgelegt. Bei der 
Isotypkontrolle wird das Ausmaß von nicht spezifischen Hintergrundsignalen in 
unstimuliertem Blut gemessen, die dadurch zustande kommen, dass Immunglobine 
nicht spezifische Bindungen mit den Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfläche eingehen. 
Der IgG1κP-Antikörper entspricht hierbei der Konjugation und dem Isotyp des zu 
messenden primären Antikörpers, hier des Thrombozyten-spezifischen CD41-
Antikörper. Wenn dieser Antikörper also an etwas anderes als an das spezifische 
Antigen binden wird das in den Messpunkten durch eine Verschiebung der 
Verteilungskurve sichtbar. Ist diese unspezifische Bindung zu hoch, würde das 
Experiment verfälscht, daher müssten andere Antikörperklone oder Antikörper von 
anderen Firmen getestet werden, bis keine unspezifischen Bindungen mehr 
auftreten. 
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Die FMO (fluorescence minus one) Kontrolle dient dazu die Gating-Grenzen zu 
definieren. Dabei wird eine Probe konjugiert mit dem Thrombozyten-affinen CD41-
PE-Antikörper und eine ohne diese Färbung gemessen. Durch die Unterschiede in 
den Streudiagrammen beider Messungen lässt sich die Grenze des Gates manuell 
für die Thrombozyten festlegen. Diese Grenze wird dann für alle anschließenden 
Messungen übernommen (Abb. 8). 
Abb. 8: Fluorescence minus one Kontrolle (FMO). Comp-PE-A: CD41: CD41-Antikörper konjugiert 
mit PE (Phycoerythrin), compV450-A: CD66b: CD66b-Antikörper konjugiert mit V450. Aktiviert wurde 
das Blut durch CD32 cross-linking. Die Zahlen 2,90 bzw. 49,6 bezeichnen den prozentualen Anteil an 
positiv gemessenen Zellen. Links: Färbung der Probe ohne CD41-PE-Antikörper. Rechts: Probe mit 
CD41-PE-Antikörper. Die Gating Grenze wird manuell anhand des sichtbaren Unterschieds festgelegt. 
 
Die Thrombozyten-Neutrophil-Komplexe wurden anhand der Ereignisse, die nach 
CD32 cross-linking sowohl CD41 als auch CD66b positiv waren, bestimmt. Die 
Thrombozytenaktivierung wurde über das Auftreten erhöhter P-Selektin-APC-
Fluoreszenz dargestellt. Die Ergebnisse der Messungen wurden anschließend in der 
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Abb. 9: Gating der Thrombozytenaktivierung im Streudiagramm. Comp-PE-A: CD41: CD41-
Antikörper konjugiert mit PE (Phycoerythrin), Comp-APC-A: P-Selektin: anti-CD62P konjugiert mit 
APC. Die Zahlen 0,27 bzw. 59,7 bezeichnen den prozentualen Anteil an positiv gemessenen Zellen. 
Links: ohne Thrombozytenaktivierung, sichtbare anti-CD41-Fluoreszenz auf Thrombozyten, keine P-
Selektin-Fluoreszenz. Rechts: nach Thrombozytenaktivierung durch CD32 cross-linking, sowohl anti-
CD41-Fluoreszenz als auch P-Selektin-Fluoreszenz, was auf die P-Selektin-Sekretion aus aktivierten 
Thrombozyten hinweist. 
 
3.4.5 Platelet function analyzer PFA-200® (Bestimmung der in vitro 
Verschlusszeit) 
Der platelet function analyzer-200 (PFA-200®) ist die Weiterentwicklung des PFA-
100®. Beide Systeme benutzen ähnliche Prozesse, der PFA-200® besitzt allerdings 
eine verbesserte Software und eine überarbeitete Benutzeroberfläche als sein 
Vorgänger. Beide benutzen das gleiche Küvetten System, von dem es drei 
unterschiedliche Arten gibt. Von den zwei hier verwendeten Arten enthält das eine 
Kollagen (2 µg) und eine mit Epinephrin (10 µg) überzogene Membran (C/Epi), das 
andere Kollagen (2 µg) und eine mit Adenosindiphosphat (50 µg) überzogene 
Membran (C/ADP). 800 µl Blut wird in jeder Küvette in den Sensorbereich platziert 
und unter Vakuum angesaugt, wobei die Probe unter hohem Druck durch ein 
mikroskopisches Kapillarsystem die Membran passiert. Dies führt zur 
Thrombozytenaktivierung, Anlagerung und Aggregation, wodurch die Apertur 
verschlossen wird. Das Instrument misst die genaue Zeit, die für diesen Verschluss 
benötigt wird, und gibt sie als closure time (CT) wieder (Favaloro und Bonar 2018). 
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Im vorliegenden Versuch wurde Citrat-antikoaguliertes Blut verwendet, das in 
Fertigmonovetten (S-Monovette 9NC/PFA 3,8 ml) abgenommen wurde. Diese 
enthielten 0,38 ml gepuffertes Natriumcitrat (0,129 mol/l; pH 5,5). Verschiedene 
Konzentrationen von GDC-0853 (50nM, 100nM, 200nM, 500nM, 1000nM gelöst in 
DMSO), DMSO oder Kochsalzlösung (jeweils 0,8 µl) wurden zuerst in 50 µl NaCl 
pipettiert, anschließend wurden die Blutproben (750 µl) antikoaguliert mit Citrat 
(129mM) zugegeben. Die Proben wurden für 15 Minuten bei 37°C vorinkubiert und 
dann wurde die in vitro Verschlusszeit mit dem Kollagen/Epinephrin-Filter des PFA-
200® gemessen. Die Messungen wurden 75-150 Minuten nach der Blutabnahme 
durchgeführt.  
 
3.4.6 Statistische Auswertung 
Alle Ergebnisse sind als Mittelwert angegeben ± Standardabweichung (SD) aus n 
Experimenten mit unterschiedlichen Spendern. Die Daten wurden mit ANOVA für 
wiederholte Messungen analysiert. Für sekundäre Paarvergleiche wurde die Least 
Significant Difference ermittelt (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001) beziehungsweise 
eine Rangvarianzanalyse für verbundene Messungen mit dem Student-Newman-
















4.1 Fc-Rezeptor vermittelte Thrombozytenaktivierung durch CD32 cross-linking 
und CD9-Antikörper  
Der thrombozytäre Fc-Rezeptor FcγRIIA (CD32a) wurde durch Inkubation mit dem 
primären monoklonalen CD32 Antikörper-Klon AT10 und dessen cross-linking mit 
dem sekundären, gegen IgG der Maus gerichteten Fab2-Antikörper aktiviert. In 
Hirudin-antikoaguliertem Blut führte dies zur Thrombozytenaggregation, die mittels 
MEA gemessen wurde, und zur ATP-Sekretion, welche mit dem LUMI-Aggregometer 
gemessen wurde (Abb. 10).  
 
Abb. 10: Thrombozyten Fc-Rezeptor-Aktivierung durch CD32 cross-linking. Die Blutproben 
wurden für 60 Minuten mit DMSO (0,1%) inkubiert und dann für 3 Minuten mit AT10 (2µg/ml), 
anschließend wurde unter Rühren der Proben mit Fab2 (30µg/ml) stimuliert und für 10 Minuten 
gemessen. Links: Das CD32 cross-linking stimulierte die Thrombozytenaggregation im Vergleich zur 
Probe ohne Stimulus (die Werte sind Mittelwerte ± SD, n=12). Rechts: Stimulation der ATP-Sekretion 
(die Werte sind Mittelwerte ± SD, n=5). 
Außerdem wurden die Thrombozyten mit einem monoklonalen Antikörper (Ts9) 
gegen CD9 (Tetraspanin) aktiviert. Dieser bindet hierbei nicht nur an das CD9-
Antigen auf der Thrombozytenoberfläche, sondern mit seinem Fc-Teil auch an den 
FcγRIIA, und aktiviert die Thrombozyten über den gleichen Signalweg wie CD32 
cross-linking (Worthington et al. 1990; Berlacher et al. 2013). Durch eine Blockierung 
des FcγRIIA mit AT10 war die Thrombozytenaggregation hemmbar, was bestätigt, 
dass die durch CD9-Antikörper vermittelte Thrombozytenaggregation von diesem 
Rezeptor abhängig ist (Abb 11A). Verschiedene Konzentrationen des CD9-





vergleichbare Aggregation aus, welche nur etwa 75% der Aggregation durch CD32 
cross-linking entsprach. Die niedrigere Aggregation ist vermutlich darauf 
zurückzuführen, dass der CD9-Antikörper im Gegensatz zum CD32 cross-linking 
keine ATP-Sekretion aus den Thrombozyten auslöste (Abb 11B). Dies weist auf 
grundlegende Unterschiede der Aktivierung des Fc-Rezeptors durch CD32 cross-
linking und CD9-Antikörper hin. Es wurden daher im Folgenden beide Stimuli des 
FcγRIIA verwendet. 
Abb. 11: Thrombozyten Fc-Rezeptoraktivierung durch CD9-Antikörper (anti-CD9). Die 
Blutproben wurden für 60 Minuten mit DMSO (0,1%) inkubiert, anschließend wurde mit dem CD9-
Antikörper (1µg/ml) unter Rühren stimuliert und für 10 Minuten gemessen. (A) Wirkung steigender 
Konzentrationen des CD9-Antikörpers auf die Thrombozytenaggregation (links, die Werte sind 
Mittelwerte ± SD, n=5). Hemmung der Thrombozytenaggregation durch 3-minütige Vorinkubation mit 
dem CD32 Antikörper AT10 (2µg/ml) (rechts, die Werte sind Mittelwerte ± SD, n=4). (B) 
Thrombozyten-Stimulation mit CD9-Antikörper (1µg/ml) stimuliert keine ATP-Sekretion (links) im 
Gegensatz zum CD32 cross-linking (rechts). Die ATP-Sekretions-Kurven (gemessen mit dem LUMI-




4.2 Hemmung der Fc-Rezeptor vermittelten Thrombozytenaggregation im Blut 
durch die irreversiblen Btk-Inhibitoren Ibrutinib, Acalabrutinib, ONO/GS-
4059 (Tirabrutinib), BGB-3111 (Zanubrutinib) und Evobrutinib und durch den 
reversiblen Btk-Inhibitor GDC-0853 (Fenebrutinib) 
Nach 60-minütiger Vorinkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von Btk-
Inhibitoren beziehungsweise mit DMSO (0,1%) zur Kontrolle, wurde der Fc-Rezeptor 
über CD32 cross-linking und mit dem CD9-Antikörper stimuliert. 
Die Hemmung der durch CD32 cross-linking induzierte Thrombozytenaggregation 
war deutlich, und betrug für Ibrutinib (0,2µM), Acalabrutinib (1µM), ONO/GS-4059 
(1µM), BGB-3111 (0,4µM) und Evobrutinib (2,5µM) jeweils >98%, 90%, 94%, 95% 
und 94% (Abb. 12). Die IC50-Werte (= Inhibitor-Konzentration, bei der die Hälfte der 
maximal möglichen Hemmung erreicht wird), waren für Ibrutinib 0,08µM, 
Acalabrutinib 0,38µM, ONO/GS4059 0,42µM, BGB-3111 0,11µM und für Evobrutinib 
1,13µM (Tabelle 1). 
 




Ibrutinib 0,08±0,04 0,05±0,01 
Acalabrutinib 0,38±0,16 0,26±0,08 
ONO/GS-4059 0,42±0,16 0,26±0,06 
BGB-3111 0,11±0,03 0,09±0,02 
Evobrutinib 1,13±0,48 0,92±0,15 
GDC-0853 0,011±0,0039  ------------ 
 
Tabelle 1: IC50 der Btk-Inhibitoren für die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch CD32 
cross-linking und CD9-Antikörper. Steigende Konzentrationen der Btk-Inhibitoren wurden mit Blut 
für 60 Minuten beziehungsweise 15 Minuten (GDC-0853) bei 37°C inkubiert, anschließend wurde der 
Fc-Rezeptor der Thrombozyten durch CD32 cross-linking oder CD9-Antikörper für 10 Minuten 








Abb. 12: Wirkung verschiedener Konzentrationen irreversibler Btk-Inhibitoren auf die Thrombo-
zytenaggregation im Blut nach FcγRIIA-Stimulation durch cross-linking. Die Blutproben wurden 
für 60 Minuten mit DMSO (0,1%) beziehungsweise mit unterschiedlichen Btk-Inhibitoren (Ibrutinib, 
Acalabrutinib, ONO/GS-4059, BGB-311 und Evobrutinib) inkubiert. Anschließend wurde der anti-
CD32-Antikörper AT10 zugegeben (2µg/ml) und für weitere drei Minuten inkubiert, bevor der Fab2 
anti-mouse IgG zugegeben wurde (30µg/ml) und die Messung gestartet wurde. Die Messung dauerte 
10 Minuten. Die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=6). *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, +P < 0,05, ++P 





Die durch den CD9-Antikörper induzierte Thrombozytenaggregation wurde ebenfalls 
dosisabhängig durch die Btk-Inhibitoren gehemmt (Abb. 13).  
 
Abb. 13: Wirkung verschiedener Konzentrationen irreversibler Btk-Inhibitoren auf die Thrombo-
zytenaggregation im Blut nach FcγRIIA-Stimulation durch CD9-Antikörper. Die Blutproben 
wurden für 60 Minuten mit DMSO (0,1%) beziehungsweise mit unterschiedlichen Btk-Inhibitoren 
(Ibrutinib, Acalabrutinib, ONO/GS-4059, BGB-311 und Evobrutinib) inkubiert. Stimuliert wurde mit 
CD9-Antikörper (1µg/ml), die Messung dauerte 10 Minuten. Die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=5). *P 




Die IC50-Werte lagen hier etwas niedriger als nach Aktivierung durch CD32 cross-
linking (Tabelle 1). Dies ist möglicherweise auf die niedrigere Thrombozyten-
aktivierung durch den CD9-Antikörper zurückzuführen, diese lag im Durchschnitt bei 
1177±276 AU*min (n=10), während sie bei CD32 cross-linking 1794±226 AU*min 
(n=11) betrug. Bei beiden Stimuli des FcγRIIA zeigte Ibrutinib die größte 
Wirksamkeit, gefolgt von BGB-3111 (Abb. 12, Abb. 13). 
Die Hemmung der Thrombozytenaggregation, ausgelöst durch den Fc-Rezeptor, mit 
Btk-Inhibitoren konnte bei beiden Aktivierungswegen über die gesamte Messdauer 
von 10 Minuten beobachtet werden (Abb. 14). Während sie beim CD32 cross-linking 
jedoch von Beginn der Messung an sichtbar war, trat sie beim CD9-Antikörper erst 
verzögert nach etwa zwei Minuten auf. Die repräsentativen Kurven zeigen außerdem, 
dass die maximale Aggregation (AU) durch CD9-Antikörper in manchen Fällen sogar 
über der durch CD32 cross-linking lag (Abb. 14B). Die geringere AU*min nach 10 




















Abb. 14: Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die Kinetik der Thrombozytenaggregation im Blut 
nach FcγRIIA Stimulation. Repräsentative Aggregationskurven. Die Blutproben wurden für 60 
Minuten inkubiert mit DMSO (0,1%), beziehungsweise mit unterschiedlichen Btk-Inhibitoren (A) 
Ibrutinib 0,02µM, (B) Acalabrutinib 1µM, (C) ONO/GS-4059 1µM, (D) BGB-311 0,4µM und (E) 
Evobrutinib 2,5µM. Anschließend wurden sie mit anti-CD32 Antikörper AT10 (2µg/ml) und Fab2 anti-
mouse IgG (30µg/ml) (links), beziehungsweise mit CD9-Antikörper (1µg/ml) (rechts) aktiviert. Die 





Die durch CD32 cross-linking induzierte Thrombozytenaggregation wurde außerdem 
durch den reversiblen Btk-Inhibitor GDC-0853 dosisabhängig gehemmt (Abb. 15A). 
GDC-0853 war mit einer IC50 von 11nM der wirksamste getestete Btk-Inhibitor. Er 
hemmte ebenfalls die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit dem CD9-
Antikörper, Ristocetin und niedrigen Konzentrationen Kollagen, aber nicht nach 
Stimulation mit TRAP, AA, ADP oder höheren Konzentrationen Kollagen (Abb. 15B).  
Da in vitro hohe Konzentrationen bestimmter irreversibler Btk-Inhibitoren die primäre 
Hämostase gemessen mit dem PFA-200® beeinträchtigen können (Denzinger et al. 
2019), wurde in dieser Arbeit der Effekt des reversiblen Btk-Inhibitors GDC-0853 auf 
die Thrombozytenfunktion mit diesem Gerät untersucht. In einer Kollagen/Epinephrin-
Kartusche, die auch sensitiv auf Aspirin reagiert (Favaloro 2008), wurde GDC-0853 
in deutlich höheren Konzentrationen (bis zu 1000nM) als für die Hemmung des Fc-
Rezeptors benötigt (50nM) getestet. Auch in 20-fach höherer Konzentration 














Abb. 15: Wirkung des reversiblen Btk-Inhibitors GDC-0853 auf die Thrombozytenaggregation 
im Blut nach Stimulation durch FcγRIIA-Aktivierung, TRAP, AA und ADP. Die Blutproben wurden 
für 15 Minuten mit DMSO (0,1%) beziehungsweise mit GDC-0853 vorinkubiert. Anschließend wurde 
mit AT10 (2µg/ml, 3min) und Fab2 anti-mouse IgG (30µg/ml), beziehungsweise mit CD9-Antikörper 
(1µg/ml), oder anderen Thrombozytenstimuli aktiviert, bevor die Messung gestartet wurde. Die 
Messung dauerte 10 Minuten. (A) Dosisabhängige Hemmung der Thrombozytenaggregation nach 
CD32 cross-linking durch GDC-0853. (B) Wirkung von GDC-0853 (50nM) auf die 
Thrombozytenaggregation induziert durch CD9-Antikörper (1µg/ml), Ristocetin (0,5mg/ml), TRAP 
(15µM), ADP (5µM), AA (0,6mM) und Kollagen (0,25µg/ml und 2,5µg/ml). Die Werte sind Mittelwerte ± 











Abb. 16: Effekt von GDC-0853 auf die in vitro Blutungszeit. Die Blutproben wurden für 15 Minuten 
mit NaCl, DMSO (0,1%) oder mit ansteigenden Konzentrationen GDC-0853 bei 37°C inkubiert, 
anschließend in die Kollagen/Epinephrin-Kartuschen überführt und die in vitro Verschlusszeit wurde 
mit dem PFA-200 gemessen. Die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=6). 
 
 
4.3  Einfluss der Inkubationszeit des Blutes mit Btk-Inhibitoren auf die 
Hemmung der Fc-Rezeptor vermittelten Thrombozytenaggregation  
Um den Einfluss der Inkubationszeit zu testen wurden die folgende Konzentrationen 
der irreversiblen Btk-Inhibitoren, welche nach 60min Inkubation die Fc-Rezeptor 
induzierte Thrombozytenaggregation nach CD32 cross-linking maximal hemmten 
(siehe Abb. 12, 13), verwendet: Ibrutinib (0,2µM), Acalabrutinib (1µM), ONO/GS-
4059 (1µM), BGB-3111 (0,4µM) und Evobrutinib (2,5µM). Diese wurden für jeweils 5, 
15, 30 und 60 Minuten mit Blut vorinkubiert, bevor der Fc-Rezeptor über CD32 cross-
linking stimuliert wurde. Die Hemmung der Thrombozytenaggregation nahm mit der 
Dauer der Vorinkubation der Btk-Inhibitor zu, die maximale Hemmung wurde nach 30 
bis 60 Minuten erreicht (Abb. 17). 
Die Wirkung des reversiblen Btk-Inhibitors GDC-0853 war dagegen nach einer 










Abb. 17: Auswirkung verschiedener Inkubationszeiten von irreversiblen Btk-Inhibitoren auf die 
Thrombozytenaggregation nach FcγRIIA-Stimulation durch cross-linking. Die Blutproben wurden 
für 5, 15, 30 und 60 Minuten mit DMSO (0,1%) oder den Btk-Inhibitoren (Ibrutinib, Acalabrutinib, 
ONO/GS-4059, BGB-311 und Evobrutinib) inkubiert, anschließend wurde mit AT10 (2µg/ml, 3min) und 
Fab2 anti-mouse IgG (30µg/ml) stimuliert und für 10 Minuten gemessen. Die Werte sind Mittelwerte ± 





Abb. 18: Auswirkung verschiedener Inkubationszeiten von GDC-0853 auf die Thrombozyten-
aggregation nach FcγRIIA-Stimulation durch cross-linking. Inkubation für 15 und 60 Minuten mit 
DMSO (0,1%) und GDC-0853 (10nM), anschließend Stimulation mit AT10 und Fab2. Die Werte sind 
Mittelwerte ± SD (n=5). n.s.= nicht signifikant. 
 
4.4 Wirkung von Btk-Inhibitoren auf die Fc-Rezeptor vermittelte thrombozytäre 
ATP-Sekretion und P-Selektin-Expression sowie die Bildung von 
Thrombozyten-Granulozyten-Komplexen  
Um zu analysieren, ob die Fc-Rezeptor-Aktivierung auch die Thrombozytensekretion 
und ihre Interaktion mit anderen Blutzellen beeinflusst, und diese durch Btk-
Inhibitoren gehemmt werden kann, wurde die thrombozytäre ATP-Sekretion aus den 
dichten Granula mittels Lumineszenz und die P-Selektin Sekretion aus alpha-Granula 
sowie die Bildung von Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen mittels Durchfluss-
zytometrie gemessen. 
Die Fc-Rezeptor-Aktivierung wurde wie oben beschrieben durch CD32 cross-linking 
induziert. Die ATP-Sekretion sowie die P-Selektin-Expression und die Thrombozyten-
Neutrophil-Komplex-Bildung in gerührtem und antikoaguliertem Blut war im Vergleich 
zur Kontrolle ohne Aktivierung deutlich erhöht (Abb. 11B, Abb. 19, Abb. 20, Abb. 21 
B, C). 
Es wurden anschließend die Konzentrationen der Btk-Inhibitoren getestet, die eine 
maximale Hemmung der Aggregation nach CD32 cross-linking gezeigt hatten (Abb. 
12, Abb. 13). Nach 30-minütiger Vorinkubation mit Ibrutinib (0,2µM), Acalabrutinib 
(1µM), ONO/GS-4059 (1µM), BGB-3111 (0,4µM) und Evobrutinib (2,5µM) war die 
ATP-Sekretion und P-Selektin-Expression komplett gehemmt und die Bildung von 
Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen um 87% (Evobrutinib) bis maximal 94% 





Abb. 19: Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die thrombozytäre P-Selektin-Expression nach 
FcγRIIA Stimulation im Blut (FACS-dotplot). Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%) bzw. mit den 
Btk-Inhibitoren für 30 Minuten bei 37°C inkubiert, anschließend für 10 Minuten über CD32 cross-
linking stimuliert, danach für weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur mit den Fluoreszenz-Antikörpern 
inkubiert und 15 Minuten mit dem RBC-Puffer fixiert, bevor die Messung mit dem FACS Canto II flow 
cytometer gestartet wurde. P-Selektin Expression (A) ohne vorausgehende Stimulation, (B) nach 
CD32 cross-linking, (C) nach Vor-Inkubation mit Ibrutinib (0,2µM), (D) BGB-3111 (1µM) und 
anschließendem CD32 cross-linking. Die Werte sind repräsentativ für ein Experiment mit drei 
gesunden Probanden. Comp-PE-A: CD41: CD41-Antikörper konjugiert mit PE (Phycoerythrin), Comp-
APC-A: P-Selektin: CD62P-Antikörper konjugiert mit APC. Die Zahlen unterhalb des markierten 




Abb. 20: Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die Bildung von Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen 
nach FcγRIIA Stimulation im Blut. (FACS-dotplot) Die Blutproben wurden mit DMSO (0,1%) bzw. 
mit den Btk-Inhibitoren für 30 Minuten bei 37°C inkubiert, anschließend für 10 Minuten über CD32 
cross-linking stimuliert, danach für weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur mit den Fluoreszenz-
Antikörpern inkubiert und 15 Minuten mit dem RBC-Puffer fixiert, bevor die Messung mit dem FACS 
Canto II flow cytometer gestartet wurde. Neutrophil-Thrombozyten-Komplexe (A) ohne vorausgehende 
Stimulation, (B) nach CD32 cross-linking, (C) nach Inkubation mit Ibrutinib (0,2µM) und CD32 cross-
linking und (D) nach Inkubation mit BGB-3111 (1µM) und CD32 cross-linking. Comp-PE-A: CD41: 
CD41-Antikörper konjugiert mit PE (Phycoerythrin), CompV450-A: CD66b: CD66b-Antikörper 
konjugiert mit V450. Die Zahlen neben dem markierten Messbereich bezeichnen den prozentualen 





Abb. 21: Wirkung der Btk-Inhibitoren auf die thrombozytäre ATP-Sekretion, P-Selektin 
Expression und die Bildung von Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen nach FcγRIIA 
Stimulation im Blut. Die Blutproben wurden für 30 Minuten mit DMSO (0,1%) beziehungsweise mit 
Btk-Inhibitoren (Ibrutinib, Acalabrutinib, ONO/GS-4059, BGB-3111 und Evobrutinib) inkubiert, und 
anschließend wurde mit AT10 (2µg/ml, 3min) und Fab2 anti-mouse IgG (30µg/ml) für 10 Minuten 
stimuliert. (A) Die ATP-Sekretion wurde mithilfe des LUMI-Aggregometer gemessen. Die Werte sind 
Mittelwerte ± SD (n=5). *P<0,05 (B) Die P-Selektin Expression der Thrombozyten wurde mithilfe der 
Durchflusszytometrie gemessen. MFI: mittlere Fluoreszenz-Intensität. (C) Thrombozyten-Neutrophil-
Komplexe wurden mittels Durchflusszytometrie gemessen, wobei die mittlere Fluoreszenz-Intensität 





4.5 Wirkung von Btk-Inhibitoren auf die durch HIT-Serum induzierte Thrombo-
zytenaggregation   
Es wurden Seren von 28 verschiedenen Patienten mit manifester HIT, welche alle 
stark positiv im Heparin/PF4-IgG Antikörper Test reagiert hatten, auf ihre Eigenschaft 
hin, im Blut gesunder Spender eine Thrombozytenaggregation herbeizuführen, 
untersucht. Bei Zugabe zum Blut gesunder Spender führten 7 der 28 Patienten-
Seren (25%) in Anwesenheit von Heparin zur Thrombozytenaggregation. Ohne die 
Zugabe von Heparin, oder nur mit Heparin, trat keine Aggregation auf (Abb. 22).  
 
. 
Abb. 22: Thrombozytenaggregation im Blut induziert durch HIT-positives Serum und Heparin. 
Repräsentative Aggregationskurven. Die Blutproben wurden für 30 Minuten mit oder ohne HIT-Serum 
(100µl) vorinkubiert, gefolgt von weiterer 3-minütiger Inkubation mit Heparin (0,5U/ml) bevor die 
Messung unter Rühren gestartet wurde. Die Zahlen über den Kurven stellen die Aggregationswerte 
über einen Zeitraum von 10 Minuten dar (AU*min). 
Die Dosis-Wirkungskurve zeigte mit Erhöhung des Serumvolumens (20 µl, 50 µl, 100 
µl und 200 µl) eine zunehmende Thrombozytenaggregation (Abb. 23). Allerdings 
löste das HIT-Serum nicht bei allen gesunden Blutspendern eine Thrombozyten-
aggregation aus. So reagierten zwei (Spender 419 und 416) von zehn Spendern 
nicht auf das Serum, d.h. die Thrombozytenaggregation war im Vergleich zur 
Spontanaggregation nach 10 Minuten nicht erhöht (Tabelle 2). Diese Spender 
reagierten jedoch normal auf Aktivierung mit CD32 cross-linking oder CD9-Antikörper 
Stimulation. Die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit HIT-Serum 







Abb. 23: Die Thrombozytenaggregation im Blut nimmt mit dem eingesetzten Volumen des HIT-
Serums zu. Die Blutproben wurden mit zunehmenden Konzentrationen HIT-Serum für 30 Minuten 
vorinkubiert. Heparin (1U/ml) wurde zugegeben und für weitere 3 Minuten inkubiert, bevor die 
Messung (10min) nach Zugabe des Rührfisches gestartet wurde. Die Werte sind Mittelwerte aus 
jeweils n=2 Messungen. 
 
Spender-Nummer  SPA (AU*min) Heparin + HIT-Serum 
(AU*min) 
418 78 1342 
397 0 339,5 
355 415,5 741 
402 16,5 315,5 
277 34,5 550 
419 71,5 25 
410 63 161,5 
416 201,5 195 
221 0 210 
417 122,5 338,5 
 
Tabelle 2: Variable Thrombozytenaggregation nach Stimulation von Blut gesunder Spender 
(n=10) mit Heparin und HIT-Serum. Die Spontanaggregation (SPA) wurde nach einer 
Inkubationszeit des Blutes von 60 Minuten mit DMSO (0,1%) über 10 Minuten gemessen. Die 
Blutproben wurden für 30 Minuten mit DMSO (0,1%) inkubiert, anschließend für weitere 30 Minuten 
mit HIT-positivem Serum (100µl). Heparin wurde zugegeben (0,5U/ml) und 3 Minuten inkubiert, bevor 





Abb. 24: Wirkung der Btk-Inhibitoren Ibrutinib und Acalabrutinib auf die Thrombozyten-
aggregation im Blut stimuliert durch HIT-Serum und Heparin. 
Die Blutproben wurden für 30 Minuten mit DMSO (0,1%) oder den Btk-Inhibitoren Ibrutinib (0,2µM) 
und Acalabrutinib 1µM) inkubiert, anschließend für weitere 30 Minuten mit HIT-positivem Serum 
(100µl). Heparin wurde zugegeben (0,5U/ml), und nach 3 Minuten wurde die 10-minütige Messung 
gestartet. (A) Repräsentative MEA Kurven gesunder Probanden zeigen unterschiedliche Reaktivitäten 
auf das HIT-Serum. Die Zahlen über den Kurven zeigen die kumulativen Aggregationswerte (AU*min) 
nach einer 10-minütigen Messung an. (B) Säulendiagramm, die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=5). *P 





Die Btk-Inhibitoren Ibrutinib (0,2µM) und Acalabrutinib (1µM) hemmten die durch HIT-
Serum und Heparin-induzierte Thrombozytenaggregation fast vollständig um jeweils 
95% und 93%, unabhängig davon, wie hoch die Thrombozytenaggregation des 
jeweiligen Spenders war (Abb. 24B). 
Außer den irreversiblen Btk-Inhibitoren Ibrutinib und Acalabrutinib hemmte auch der 
reversible Btk-Inhibitor GDC-0853 komplett die Thrombozytenaggregation nach 
Stimulierung mit verschiedenen HIT-Seren und Heparin. Die Hemmung durch die 
Btk-Inhibitoren war bei jedem untersuchten HIT-Serum zu beobachten und war auch 




































              
Aggregation (AU*min) 
 
Kontrolle 149;96 0;30 379;144 
Heparin 0,5 U/ml 0;38 49;0 276;174 
    
HIT-Serum W + Heparin  1891;1682 1216 1614;970 
Ibrutinib + HIT-Serum W + Heparin  35 0 38 
Acalabrutinib + HIT-Serum W + Heparin  40 38 234 
GDC-0853 + HIT-Serum W + Heparin 28 0 250 
    
HIT-Serum E + Heparin  1327;1105 229  
Ibrutinib + HIT-Serum E + Heparin  0 41  
Acalabrutinib + HIT-Serum E + Heparin  0 0  
GDC-0853 + HIT-Serum E + Heparin 0 0  
    
HIT-Serum U + Heparin  784   
Ibrutinib + HIT-Serum U + Heparin  0   
Acalabrutinib +HIT-Serum U + Heparin  30   
GDC-0853 + HIT-Serum U + Heparin 95   
    
HIT-Serum G + Heparin   750 
Ibrutinib + HIT-Serum G + Heparin   149 
Acalabrutinib + HIT-Serum G + Heparin   134 
GDC-0853 + HIT-Serum G + Heparin   87 
 
Tabelle 3: Effekt der irreversiblen Btk-Inhibitoren Ibrutinib und Acalabrutinib sowie des 
reversiblen Btk-Inhibitors GCD-0853 auf die Thrombozytenaggregation im Blut induziert durch 
HIT-Serum und Heparin. Die Blutproben drei verschiedener reaktiver Spender wurden für 30 Minuten 
entweder mit DMSO (0,1%) oder den Btk-Inhibitoren (Ibrutinib 0,2µM, Acalabrutinib 1µM, GCD-0853 
50nM) und anschließend weitere 30 Minuten mit HIT-positivem Serum (100µl) verschiedener 
Patienten (W,E,U,G) inkubiert. Danach wurde Heparin zugegeben (0,5U/ml) und für 3 Minuten 
inkubiert bevor die Messung gestartet wurde. Die Werte entsprechen den kumulativen 







4.6 Wirkung der oralen Einnahme einer Einzeldosis Ibrutinib auf die Fc-
Rezeptor-induzierte Thrombozytenaktivierung 
Es wurde in einem ex vivo Versuch getestet, ob Ibrutinib nach oraler Einnahme die 
Fc-Rezeptor-induzierte Thrombozytenaktivierung hemmt, und ob eine einzelne Dosis 
des irreversiblen Btk-Inhibitors bereits zu einer hinreichenden Thrombozyten-
hemmung in der akuten Phase einer HIT (d.h. in den ersten Tagen) führen könnte. 
Drei gesunde männliche Probanden (A, B, C) nahmen eine Einzeldosis Ibrutinib ein 
(2x140 mg). Drei Stunden nach der Einnahme war bei den Spendern A, B, C die 
Thrombozytenaggregation induziert durch CD32 cross-linking um jeweils 96%, 92%, 
98% und bei der Stimulation durch CD9-Antikörper um 97%, 68%, 96% gehemmt. 
Die beinahe komplette Hemmung der FcγRIIA-induzierten Thrombozytenaggregation 
durch CD32 cross-linking und CD9-Antikörper hielt bei den Probanden A und C zwei 
Tage lang an und war erst am siebten Tag nach Ibrutinib-Einnahme rückgängig 
(Abb. 25). Bei Spender B war die Hemmung durch Ibrutinib weniger stark 
ausgeprägt. 
Die Hemmung der FcγRIIA-induzierten ATP-Sekretion durch die Ibrutinib Einnahme 
war noch deutlicher ausgeprägt. Bei allen drei Spendern war die ATP-Sekretion 
durch CD32 cross-linking drei Stunden, einen und zwei Tage nach der Ibrutinib-
Einnahme komplett gehemmt und bei 2 Spendern nach sieben Tagen immer noch 
erniedrigt (Abb. 26). 
Die primäre Hämostase wurde bei Spender B mit dem PFA-200® gemessen. Bei der 
Kollagen/Epinephrin-Kartusche war ein geringfügiger Anstieg der in vitro 
Verschlusszeit nur drei Stunden nach Ibrutinib-Einnahme erkennbar. Die 







Abb. 25: Wirkung der oralen Einnahme einer Dosis Ibrutinib auf die Thrombozytenaggregation 
nach FcγRIIA-Stimulation. Drei gesunde Ärzte A, B und C nahmen eine Dosis Imbruvica (2x140mg) 
ein. Die Blutabnahme erfolgte kurz vor der Einnahme, drei Stunden danach, und einen Tag, zwei 
Tage, und eine Woche danach. Die Blutproben wurden 3 Minuten bei 37°C vorinkubiert, bevor die 
Thrombozyten durch CD32 cross-linking und CD9-Antikörper (siehe Legende zu Abb. 3 und 5) 










Abb. 26: Wirkung der oralen Einnahme einer Dosis Ibrutinib auf die thrombozytäre ATP-
Sekretion nach FcγRIIA-Stimulation. Drei gesunde Ärzte A, B und C nahmen eine Dosis Imbruvica 
(2x140mg) ein Die Blutabnahme erfolgte kurz vor der Einnahme, drei Stunden danach, und einen Tag, 
zwei Tage und eine Woche danach. Die Blutproben wurden 3 Minuten vorinkubiert, bevor der Fc-
Rezeptor durch CD32 cross-linking stimuliert wurde. Die ATP-Sekretion wurde mithilfe des LUMI-
Aggregometer gemessen. Die ATP-Bestimmung (nM) erfolgte bei jeder Messung durch Zugabe von 











Abb. 27: Effekt einer einzelnen oral verabreichten Dosis Ibrutinib (280mg) von Spender B auf 
die in vitro Blutungszeit. Die Abnahme von Citratblut erfolgte kurz vor der Einnahme einer Dosis 
Imbruvica (2x140mg), drei Stunden danach, und einen Tag, zwei Tage, und eine Woche danach. Die 
Blutproben wurden in Kollagen/Epinephrin und in Kollagen/ADP-Kartuschen überführt und die in vitro 
Verschlusszeit mit dem PFA-200 gemessen. 
  
Die GPIb/vWF-vermittelte Thrombozytenaggregation durch Stimulation mit Ristocetin 
war drei Stunden nach Ibrutinib-Einnahme in allen drei Spendern gehemmt. Die 
Hemmung hielt unterschiedlich lange an, bei Spender B lediglich einen Tag, bei 
Spender A war auch nach einer Woche noch eine Hemmung zu sehen (Abb. 28). 
Die Hemmung der Btk-abhängigen Thrombozytenaggregation nach GPVI-Aktivierung 
durch Plaque-Stimulation hielt bei allen Spendern bis zwei Tage nach Ibrutinib-
Einnahme an. Die Thrombozytenaggregation ausgelöst durch hohe Dosen Kollagen 






Abb. 28: Wirkung der oralen Einnahme einer Dosis Ibrutinib auf die Thrombozytenstimulation 
durch Ristocetin, Plaque und Kollagen. Drei gesunde Ärzte A, B und C nahmen eine Dosis 
Imbruvica (2x140mg) ein. Die Blutabnahme erfolgte kurz vor der Einnahme, drei Stunden danach, und 
einen Tag, zwei Tage, und eine Woche danach. Die Blutproben wurden 3 Minuten bei 37°C 
vorinkubiert, bevor die Thrombozyten mit Ristocetin (0,5mg/ml), Plaquehomogenat (0,4mg/ml) und 
Kollagen (2,5µg/ml) stimuliert wurden. Die Werte sind Mittelwerte ± SD nach dreifacher Testung (n=3). 
 
Die Thrombozytenaggregation induziert durch TRAP, AA oder ADP wurde durch die 
Einnahme von Ibrutinib nicht gehemmt und war in allen drei Spendern über den 






Abb. 29: Wirkung der oralen Einnahme einer Dosis Ibrutinib auf die Thrombozytenstimulation 
durch TRAP, ADP und AA. Drei gesunde Ärzte A, B und C nahmen eine Dosis Imbruvica (2x140mg) 
ein. Die Blutabnahme erfolgte kurz vor der Einnahme, drei Stunden danach, und einen Tag, zwei 
Tage, und eine Woche danach. Die Blutproben wurden 3 Minuten bei 37°C vorinkubiert, bevor die 
Thrombozyten mit TRAP (15µM), Arachidonsäure (AA) (0,6mM) und ADP (5µM) stimuliert wurden. Die 







4.7 Hemmung der Spontanaggregation (SPA) durch CD32-Antikörper, Btk-
Inhibitoren und humane Fc-IgG Antikörper 
Bei einigen Spendern (n=16) trat bei der Messung der Thrombozytenaggregation am 
Multiplate®, ohne Zugabe von Stimulanzien, eine erhöhe Spontanaggregation nach 
10 Minuten Messzeit auf. Diese war bei den jeweiligen Spendern konsistent in allen 
Versuchen zu beobachten, auch an unterschiedlichen Messtagen. Die erhöhte SPA 
war somit Spender-abhängig. Das Ausmaß der SPA hat nur geringfügig geschwankt. 
Als erhöhte SPA wurden dabei alle Werte bezeichnet, die über 250 AU*min nach 10 
Minuten Messzeit lagen. Die SPA bei den 9 Probanden lag im Bereich von 250-767 
AU*min. Die Aggregation stieg dabei erst nach 3-4 Minuten deutlich an (Abb. 30).  
 
Abb. 30: Normale und erhöhte Spontanaggregation (SPA). Die Blutproben wurden für 3 Minuten 
ohne Rühren bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde der Rührer zugegeben und die Messung 
gestartet, die Thrombozytenaggregation wurde ohne Zugabe eines Stimulus für 10 Minuten 
gemessen. Repräsentative Tracings zeigen bei Spender A keine erhöhte SPA, bei Spender B eine 








Um herauszufinden, wodurch die erhöhte Spontanaggregation (SPA) verursacht 
wurde, wurde das Hirudin-antikoagulierte Blut von 9 dieser Spendern mit 
verschiedenen Hemmsubstanzen (Aspirin, P2Y12-Antagonisten, Ketanserin (5-HT2A 
Rezeptor Antagonist), LPA5 Rezeptorantagonisten, Hirudin in sehr hohen 
Konzentrationen, der GPVI-Antikörper 5C4, GPVI-Fc, oder dem CD32-Antikörper 
IV.3 inkubiert). Es wurde gefunden, dass nur der CD32-Antikörper die 
Spontanaggregation reduzierte (um 78%). Das bedeutet, dass der thrombozytäre Fc-
Rezeptor für die erhöhte Spontanaggregation mitverantwortlich ist (Abb. 31).  
Abb. 31: Wirkung des CD32-Antikörper IV.3 auf die erhöhte Spontanaggregation (SPA) von 
Thrombozyten. Die Blutproben von Probanden (n=9) mit erhöhter SPA (289-767 AU*min) wurden 3 
Minuten ohne (Kontrolle) oder mit dem CD32 Antikörper (AK) IV.3 (2µg/ml) inkubiert, anschließend 
wurde der Rührfisch (Rührkern) in die Messküvette gegeben, und die Messung gestartet. Die 
Thrombozytenaggregation wurde für 10 Minuten gemessen. Die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=9). 
***P < 0,001.   
 
Aufgrund der Erkenntnis, dass der Fc-Rezeptor für die Spontanaggregation wichtig 
ist wurde angenommen, dass sie durch Btk-Inhibitoren hemmbar sein sollte. 
Tatsächlich war die SPA durch die Inkubation mit dem reversiblen Btk-Inhibitor GDC-
0853 (50nM) verringert (Abb. 32). Bei diesen Messungen war die SPA messbar, 
jedoch entsprechend unserer Definition nicht erhöht (97,9 ± 39,8 AU*min, MW ± SD). 
Auch nach Einnahme einer Einzeldosis Ibrutinib (2x140 mg) war bei drei gesunden 
männlichen Probanden (A, B, C) die nicht erhöhte SPA ebenfalls verringert. Drei 
Stunden nach der Einnahme war sie bei zwei Probanden (A und B) komplett und 
beim dritten Probanden stark gehemmt (Abb. 33). Einen Tag nach der Einnahme war 





Abb. 32: Wirkung des Btk-Inhibitors GDC-0853 auf die Spontanaggregation von Thrombozyten. 
Die Blutproben wurden für 15 Minuten mit DMSO (0,1%) bzw. mit GDC-0853 (50nM) inkubiert, 
anschließend wurde der Rührfisch (Rührkern) in die Messküvette gegeben, und die Messung 
gestartet. Die Thrombozytenaggregation wurde für 10 Minuten gemessen. Die Werte sind Mittelwerte 
(in % der Kontrolle) ± SD (n=5). Die SPA Werte lagen im Bereich von 59 bis 150,5 AU*min, mit einem 
Mittelwert von 97,9 AU*min. *P < 0,05. 
 
Abb. 33: Wirkung von Imbruvica auf die Spontanaggregation von Thrombozyten. Die SPA wurde 
bei drei Spendern A, B, C vor, drei Stunden, einen Tag, zwei Tage und eine Woche nach der 
Einnahme von Imbruvica (280mg) für 10 Minuten gemessen. Die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=3).    




Um zu untersuchen, ob die Aktivierung des thrombozytären Fc-Rezeptors durch den 
Fc-Teil von endogenem IgG im Blut verursacht sein könnte, wurde Blut mit humanen 
IgG-Antikörpern, die gegen humanen Fc gerichtet sind, für drei Minuten vorinkubiert. 
War die SPA zuvor erhöht, wurde eine signifikant geringere Aggregation nach 
Vorinkubation der Proben mit dem Fc-IgG Antikörper beobachtet. Dabei stieg die 
Hemmung der Aggregation mit der Konzentration des IgG-Antikörpers an. War die 
SPA jedoch nicht erhöht (unter 200 AU*min) blieb diese durch die Zugabe des IgG-
Antikörpers unverändert (Abb. 34). 
 
 
Abb. 34: Wirkung von humanen Fc-IgG Antikörpern auf die SPA von Thrombozyten. Die 
Blutproben wurden 3 Minuten (ohne Rühren) mit unterschiedlichen Konzentrationen (50, 100 und 
200µg/ml) eines humanen Antikörpers (IgG), welcher gegen den Fc-Teil von humanem IgG gerichtet 
ist, vorinkubiert, bevor die Messung (10 Minuten) unter Rühren gestartet wurde. Unterschieden wurde 
zwischen Proben von Spendern mit erhöhter SPA (> 300 AU*min) und niedriger Spontanaggregation 
(<250 AU*min). Die Werte sind Mittelwerte ± SD (n=4). *P < 0,05 im Vergleich zu den Proben ohne 
Fc-IgG Antikörper. 
 
Ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten Spontanaggregation und einer 
erhöhten Aggregation nach FcγRIIA-Stimulation war nicht feststellbar. So zeigten 
Probanden mit erhöhter Spontanaggregation keine signifikant höhere Aggregation 
nach CD32 cross-linking oder Aktivierung mit HIT-Serum und Heparin als Probanden 







5.1 Fc-Rezeptor-induzierte Thrombozytenaktivierung, Btk-Inhibitoren und 
Heparin-induzierte Thrombozytopenie 
Die durchgeführten Experimente zeigen, unseres Wissens nach zum ersten Mal, 
dass unterschiedliche Btk-Inhibitoren die über den FcγRIIA ausgelöste 
Thrombozytenaktivierung im Blut mit niedrigen IC50-Werten hemmten. Diese 
Hemmung war bei allen getesteten Aktivierungsmöglichkeiten des Rezeptors 
nachweisbar, sowohl bei der Aktivierung durch CD32 cross-linking und den CD9-
Antikörper, als auch bei der Aktivierung mit HIT-positivem Serum und Heparin (Abb. 
35). Die orale Einnahme einer niedrigen Einzeldosis des Btk-Inhibitors Ibrutinib von 
gesunden Probanden reichte bereits aus, um eine bis zu zwei Tage anhaltende 
Hemmung der FcγRIIA-vermittelten Thrombozytenaktivierung zu erzielen. 
Alle sechs untersuchten Btk-Inhibitoren hemmten komplett die Thrombozyten-
aggregation und –sekretion, sowie die die P-Selektin-Expression und die Bildung von 
Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen. 
In der Arbeit wurde der FcγRIIA auf Thrombozyten im Blut zunächst auf zwei Arten 
aktiviert: Zum einen über CD32 cross-linking mit einem primären CD32-Antikörper 
(dem monoklonalen AT10) und einem sekundären Maus-Antikörper (Fab2), zum 
anderen mit dem CD9-Antikörper. Bei beiden Aktivierungswegen kam es zur 
Thrombozytenaggregation, bei CD9-Antikörper-Stimulation war allerdings im 
Gegensatz zum cross-linking keine ATP-Sekretion feststellbar. Da eine Blockierung 
des FcγRIIA die Thrombozytenaggregation durch den CD9-Antikörper verhinderte, 















Abb. 35: Beteiligung von Btk im FcγRllA-Signalweg in Thrombozyten und Hemmung durch Btk-
Inhibitoren. Niedrige Konzentration irreversibler (Ibrutinib, Acalabrutinib, ONO/GS-4059, BGB-3111 
und Evobrutinib) und reversible Btk-Inhibitoren (GDC-0853) hemmen den Btk-Signalweg nach 
Aktivierung der Thrombozyten durch FcγRllA cross-linking. Die Thrombozytenaggregation, -sekretion, 
P-Selektin-Expression und die Bildung Thrombozyten-Neutrophil-Komplexe sind somit verringert. PF4: 
Plättchenfaktor 4, BTKi: Btk-Inhibitoren. 
 
In einer früheren Arbeit an gewaschenen Thrombozyten von Qi et al. wurde gezeigt, 
dass die FcγRIIA-Aktivierungswege durch CD9 und CD32 cross-linking 
unterschiedlich sind. So waren nach CD9-Antiköper Stimulation die Tyrosinkinasen 
Lyn und Syk geringer mit FcγRIIA assoziiert als nach cross-linking. Ein weiterer 
Unterschied bestand in der Ca2+-Mobilisation. Die Freisetzung von Ca2+ aus 
intrazellulären Speichern war bei der CD9-Antikörper Stimulation auf die Freisetzung 
von TxA2 und ADP angewiesen, wodurch die Ca2+-Freisetzung bei CD9 im Vergleich 
zum cross-linking verzögert auftrat, und somit auch die Thrombozytenaggregation 
später eintrat. Im Gegensatz dazu induziert das cross-linking direkt die Bildung von 




Thrombozytenaggregation (Qi et al. 1996). Diese Unterschiede in der Signal-
übertragung nach FcγRIIA Stimulation könnten die fehlende ATP-Sekretion bei der 
CD9-Antikörper-Aktivierung im Blut erklären. Auch im Blut war in den eigenen 
Experimenten die Aggregation nach CD9-Antikörper-Stimulation verzögert und trat, 
verglichen mit CD32 cross-linking, erst ein bis zwei Minuten später auf. Dies liegt 
möglicherweise an der fehlenden ADP-Sekretion nach CD9-Antikörper Stimulation, 
welche die Aggregation beschleunigt.  
Trotz der Unterschiede zwischen den beiden Stimuli kam es bei beiden zu einer 
kompletten Hemmung der Thrombozytenaggregation durch  die verschiedenen 
irreversible Btk-Inhibitoren und den einen untersuchten reversiblen Btk-Inhibitor. 
Dabei zeigten die irreversiblen Btk-Inhibitoren ähnliche IC50-Werte für die Hemmung 
der CD9- und CD32 cross-linking stimulierten Thrombozytenaggregation. Die 
Wirksamkeit der irreversiblen Btk-Inhibitoren unterschied sich jedoch untereinander 
und zeigte mit aufsteigender IC50 folgende Reihenfolge: Ibrutinib > BGB-3111 > 
Acalabrutinib > ONO/GS4059 > Evobrutinib. Die IC50 Werte für die Hemmung der 
FcγRIIA-induzierten Aggregation entsprachen dabei in etwa den IC50 Werten für die 
Hemmung der Aggregation nach Stimulierung mit niedrigen Kollagenkonzentrationen 
(Denzinger et al. 2019). Hervorzuheben ist, dass der wirksamste Hemmer der 
reversible Btk-Inhibitor GDC-0853 (IC50=11nM) war, welcher bisher nicht in 
Thrombozyten untersucht wurde (Abb. 35). 
 
Die Aktivierung von Btk nach FcγRIIA-Stimulierung auf Thrombozyten wurde zum 
ersten Mal von Oda et al. vor 20 Jahren beschrieben. Die Btk-Aktivierung war hierbei, 
ähnlich der Btk-Aktivierung nach Kollagen-vermittelter GPVI-Aktivierung, abhängig 
von verschiedenen Signalwegen, darunter Src-Kinasen und PI3-Kinasen (Oda et al. 
2000). Die Rolle von Btk für die Thrombozytenaktivierung nach FcyRllA-Stimulation 
wurde bisher jedoch nicht untersucht. In einer nicht publizierten Versuchsreihe von 
Professor Wolfgang Siess wurde beobachtet, dass die Aggregation isolierter 
(gewaschener) Thrombozyten von XLA-Patienten nach FcyRllA-Stimulation stark 
reduziert war, was auf eine Beteiligung von Btk hinwies. Die vorliegenden Ergebnisse 
der Versuche mit Btk-Inhibitoren legen nahe, dass die Thrombozytenaggregation und 
-sekretion aus den dichten und α-Granula nach FcyRIIA-Stimulation im Blut von der 





Die FcyRIIA-Stimulation aktiviert in Thrombozyten außer Btk auch die strukturell 
ähnliche Kinase Tec (Oda et al. 2000). Die Funktion dieser Kinase für die 
thrombozytäre FcyRIIA-Stimulation ist unbekannt. Tec spielt eine wichtige Rolle bei 
der GPVI-Stimulation durch Kollagen und ist in der Lage, das funktionelle Btk-Defizit 
bei XLA Patienten zu kompensieren, was möglicherweise erklärt, warum es bei 
diesen Patienten nicht zu Blutungen kommt (Atkinson et al. 2003; Oda et al. 2000; 
Busygina et al. 2019). Entsprechend den Ergebnissen dieser Dissertation ist es aus 
folgenden Gründen wahrscheinlich, dass Btk und nicht Tec die FcyRIIA-stimulierte 
Thrombozytenaktivierung vermittelt: (a) Alle getesteten Btk-Inhibitoren hemmten die 
maximale Thrombozytenaggregation komplett, egal ob nach FcyRIIA-cross-linking, 
CD9- oder HIT-Serum-Stimulation. Dies steht im Gegensatz zur GPIV-vermittelten 
Thrombozytenaktivierung, bei der durch eine Erhöhung der Kollagen- oder CRP-
Konzentrationen die Btk-Inhibitor-induzierte Hemmung durch den alternativen Tec-
Signalweg aufgehoben wird (Busygina et al. 2019; Denzinger et al. 2019; Nicolson et 
al. 2018). (b) Die Hemmung der FcγRllA-stimulierten Thrombozytenaggregation im 
Blut trat schon bei niedrigen, Btk-spezifischen Konzentrationen irreversibler Btk-
Inhibitoren auf (Bye et al. 2015; Nicolson et al. 2018). Die IC50-Werte von Ibrutinib 
(0,08µM) und Acalabrutinib (0,38µM) für die Hemmung der 
Thrombozytenaggregation durch CD32 cross-linking waren sogar deutlich niedriger 
als die Plasmakonzentrationen bei Therapie von B-Zell-Erkrankungen (jeweils 
0,31µM und 1,78µM), die benötigt wird um Btk in peripheren mononuklearen 
Blutzellen komplett zu hemmen (Byrd et al. 2015b; Chen et al. 2018; Advani et al. 
2013). (c) GDC-0853, welcher zur Gruppe der reversiblen Btk-Inhibitoren gehört, die 
Tec in Kinase Assays nicht hemmen (Crawford et al. 2018), hemmte die 
thrombozytäre FcyRIIA-Aktivierung im Blut mit einer sehr geringen IC50 (11nM). 
Dieser Wert ist identisch zu dem IC50 Wert für GDC-0853 für die Hemmung der Btk-
Autophosphorylierung in Blut (Crawford et al. 2018). Zusammengefasst scheint im 
Gegensatz zum GPVI-Signalweg (Atkinson et al. 2003; Busygina et al. 2019), Btk, 
aber nicht Tec, für die Thrombozytenaktivierung nach FcyRIIA-Stimulation im Blut 
verantwortlich zu sein.  
 
In vitro könnte eine Verlängerung der Vorinkubationszeit der Btk-Inhibitoren im Blut 
besser die in vivo Situation der Thrombozyten nach einer oralen Einnahme des 




wiedergeben. In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass eine verlängerte 
Vorinkubationszeit die Wirksamkeit der irreversiblen Btk-Inhibitoren im Hinblick auf 
die Hemmung der FcyRIIA-vermittelten Thrombozytenaktivierung steigert. Dies 
stimmt mit den Beobachtungen für die Hemmung der GPVI-vermittelten 
Thrombozytenaggregation überein (Denzinger et al. 2019). Der reversible Btk-
Inhibitor GDC-0853 zeigte diese kinetischen Eigenschaften nicht und unterscheidet 
sich daher pharmakodynamisch von irreversiblen Btk-Inhibitoren. Irreversible Btk-
Inhibitoren könnten aufgrund ihrer kovalenten Bindung an Cys-481 mehr Zeit als 
reversible Btk-Inhibitoren benötigen, um die im Zytosol vorkommende Btk zu 
erreichen beziehungsweise zu inaktivieren. 
 
Es ist bekannt, dass auf HIT-Antikörper positiv getestete Patientenseren in 
Kombination mit niedrigen Dosen Heparin (0,5-1 U/ml) eine Thrombozyten-
aggregation im Blut, gemessen mit MEA, induzieren können (Morel-Kopp et al. 
2016). Auch in dieser Arbeit induzierten gelagerte, eingefrorene Seren von HIT-
Patienten mit positiven IgG-Antikörper Titern gegen PF4-Heparin in der Gegenwart 
von niedrig dosiertem Heparin eine mit dem MEA messbare Thrombozyten-
aggregation in Hirudin-antikoaguliertem Blut gesunder Probanden. Allerdings ist nur 
ein Teil der im Rahmen einer HIT generierten Heparin/PF4-IgG-Antikörper in der 
Lage durch cross-linking des thrombozytären Fc-Rezeptor die Thrombozyten zu 
aktivieren. Bei Testung mit ausgewählten Thrombozytenspendern, die in ersten 
Versuchen die höchste Reaktivität auf HIT-Seren gezeigt hatten, war im Multiplate® 
bei 7 der 28 untersuchten Patientenseren (=25%) mit positiven PF4-Heparin-IgG 
Titern eine Thrombozytenaggregation nachweisbar. Dies ist niedriger als in 
vorausgegangen Studien, welche in MEA-Versuchen mit HIT-Seren, die gegen 
Heparin/PF4 gerichtete IgG-Antikörper enthielten, unterschiedlich hohe positive 
Ergebnisse für die Thrombozytenaktivierung (in % von n untersuchten HIT-Seren) 
berichteten: 42,5% von 181 HIT-Patienten (Morel-Kopp et al. 2012), 60% von 30 HIT-
Patienten (Galea et al. 2013), 35% von 37 HIT-Patienten (Jin et al. 2019) und 52% 
von 20 HIT-Patienten (Favaloro et al. 2018) (Emmanuel J. Favaloro, Westmead 
Hospital, Korrespondenz mit Prof. W. Siess am 8 Oktober 2019). Diese Unterschiede 
lassen sich zum Teil durch die die Art der HIT-Seren-Testung im MEA erklären, 
sowie die Verfügbarkeit reaktiver Spenderthrombozyten. In meiner Arbeit zeigten sich 




das HIT-Serum: Von den 10 untersuchten gesunden Spendern haben nur 5 auf die 
Stimulation mit demselben HIT-Serum mit einer deutlichen Thrombozytenaggregation 
reagiert, obwohl CD32 cross-linking und CD9-Antikörper Stimulation bei allen 
Spendern eine maximale Aggregation auslöste. 
 
Ein wichtiger Faktor für die Reaktivität der Thrombozyten auf HIT-Serum sind 
funktionell relevante Polymorphismen des Fc-Rezeptors (Qiao et al. 2015; 
Warmerdam et al. 1990). Es scheint, dass der Arg/Arg-131-Genotyp des Rezeptors 
den Thrombozyten eine höhere Sensitivität auf verschiedene Stimuli verleiht (Clancy 
et al. 2019) und dass Spender mit diesem Genotyp häufiger auf HIT-Seren reagieren 
als Spender mit den Genotypen Arg/His-132 und His/His-131 (Morel-Kopp et al. 
2012; Slavik et al. 2015). Dieser und weitere Fc-Rezeptor-Polymorphismen (Qiao et 
al. 2015) könnten der Grund für die variierende Reaktion der Probanden-
Thrombozyten auf das HIT-Serum sein (Morel-Kopp et al. 2016).  
 
Es ist hervorzuheben, dass die irreversiblen Btk-Inhibitoren Ibrutinib und 
Acalabrutinib, sowie der reversible Btk-Inhibitor GDC-0853 die Aggregation um bis zu 
95% gehemmt haben, und zwar unabhängig von der jeweiligen Kombination von 
HIT-Seren mit den Spender-Thrombozyten und der Höhe der Aggregation (Tabelle 
3). Die dabei verwendeten Konzentrationen von Ibrutinib (0,2µM) und Acalabrutinib 
(1µM) lagen dabei unter den therapeutischen Plasmakonzentrationen bei Patienten 
mit B-Zell-Erkrankungen (Byrd et al. 2015b; Chen et al. 2018; Advani et al. 2013).  
 
Die Btk-Inhibitoren hemmten auch die FcγRllA-vermittelte P-Selektin-Expression auf 
Thrombozyten, welche deren Interaktion mit Endothelzellen und Monozyten vermittelt 
(Thomas und Storey 2015). Die Bindung an Monozyten erhöht die monozytäre TF-
Expression und fördert damit die Bildung von Thrombin (Celi et al. 1994), ein 
zentraler Faktor der HIT (Greinacher 2015a; Arepally 2017). Die Inhibitoren hemmten 
außerdem die Bildung von FcγRllA-stimulierten Thrombozyten-Neutrophil-
Komplexen. Die von diesen Komplexen induzierte Aktivierung von Endothelzellen, 
die zur Bildung von Thrombosen beitragen, ist somit gehemmt (Lisman 2018; Rollin 





Unsere Ergebnisse weisen auf einen möglichen Nutzen von Btk-Inhibitoren in der 
Therapie von HIT hin. In der Behandlung von B-Zellerkrankungen mit hohen Dosen 
der irreversiblen Btk-Inhibitoren Ibrutinib und Acalabrutinib werden Blutungen von 
Grad 1 und 2 zwar häufig (40-50%) beobachtet (IMBRUVICA 2018; CALQUENCE 
2017; Busygina et al. 2019), deren zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch 
höchst komplex, wobei die Blutungsneigung nur zum Teil auf die direkte 
Thrombozytenhemmung zurückzuführen ist (Busygina et al. 2019; Shatzel et al. 
2017). Bei XLA-Patienten, die ein genetisch bedingtes Defizit an Btk haben, treten 
dagegen keine Blutungen auf, vermutlich weil Tec ihre Aufgabe bis zu einem 
gewissen Grad übernimmt (Busygina et al. 2019; Oda et al. 2000; Atkinson et al. 
2003; Quek et al. 1998). Es ist wahrscheinlich, dass niedrige Dosierungen der 
irreversiblen Btk-Inhibitoren in Thrombozyten präferentiell Btk und weniger Tec 
hemmen und somit kaum zu Blutungen führen. Tatsächlich wurde gefunden, dass, 
ähnlich den Btk-defizienten Thrombozyten von XLA- Patienten und XID-Mäusen  
(Quek et al. 1998; Atkinson et al. 2003; Liu et al. 2006), irreversible Btk-Inhibitoren in 
niedrigen Konzentrationen nur die gering-gradige Kollagen/GPVI-vermittelte 
Thrombozytenstimulation und die vWF/GPIb vermittelte Thrombozytenaggregation 
durch Ristocetin hemmten (Busygina et al. 2018; Busygina et al. 2019; Denzinger et 
al. 2019). Die in vitro Blutungszeit, gemessen mit dem PFA-200®, war jedoch 
unverändert (Denzinger et al. 2019). Da reversible Btk-Inhibitoren auch bei hohen 
Konzentration Tec nicht hemmen (Crawford et al. 2018) könnten Blutungen bei der 
Behandlung mit diesen Inhibitoren ausbleiben (s.u.).  
 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine einzelne, oral verabreichte Dosis Ibrutinib 
(280 mg) die vWF/GPIb-vermittelte, und die geringgradige GPVI-vermittelte 
Thrombozytenaggregation nach Plaque-Stimulation bis zu 24 Stunden nach Ibrutinib-
Einnahme hemmte. Die hochgradige GPVI-vermittelte Thrombozytenaggregation 
nach Stimulation mit hohen Kollagen-Konzentrationen und die GPCR-vermittelte 
Thrombozytenaggregation stimuliert durch ADP, TRAP und Arachidonsäure waren 
nicht gehemmt, was die Ergebnisse einer früheren Studie mit niedrig dosiertem 
Ibrutinib (140 mg/Tag) über den Zeitraum einer Woche bestätigte (Busygina et al. 
2018). Diese einzelne Dosis Ibrutinib reichte dagegen bereits aus, um die FcγRllA-
vermittelte Thrombozytenaggregation im Blut schnell und suffizient zu hemmen. Bei 




zwei Tagen an, was auf die irreversible Hemmung durch die kovalente Bindung an 
Btk und deren fehlende Neubildung in den kernlosen Thrombozyten zurückzuführen 
ist. Im Vergleich dazu ist die Btk-Hemmung nach einmaliger Ibrutinib-Applikation in 
milzständigen Lymphozyten bereits nach einem Tag wieder aufgehoben (Chang et 
al. 2011). Die Erholung der FcγRIIA-vermittelten Thrombozytenaggregation, welche 
nach sieben Tagen wieder zu den Ausgangswerten zurückkehrte, entsprach in etwa 
der Regenerierungsrate der Thrombozyten. Die ATP-Sekretion aus den dichten 
Granula nach CD32 cross-linking war überraschenderweise nach sieben Tagen noch 
deutlich beeinträchtigt.  
Die stärkere Hemmung der Thrombozyten nach der Ibrutinib Einnahme bei den 
Probanden A und C im Vergleich zu Proband B ist wahrscheinlich darauf 
zurückzuführen, dass die Bioverfügbarkeit des Ibrutinib deutlich verbessert wird, 
wenn es mit Essen zu sich genommen wird (Jong et al. 2015; Vries et al. 2016), was 
Proband B nicht getan hat. Ibrutinib wird vor allem durch das Enzym Cytochrom 
P450 3A im Dünndarm und in der Leber abgebaut; bei Einnahme mit Essen 
entgehen 47% dieser Inaktivierung (Jong et al. 2015; Vries et al. 2016) 
 
Reversible Btk-Inhibitoren könnten in der Behandlung einer HIT im Vergleich zu 
irreversiblen Btk-Inhibitoren eine größere Sicherheit aufweisen, weil Nebenwirkungen 
nach deren Absetzen rasch abklingen werden. Auch ist es wahrscheinlich, dass 
reversible Btk-Inhibitoren keine Blutungen auslösen, weil sie in vitro Kinase Assays 
auch in hohen Konzentrationen die Tyrosinkinase Tec nicht hemmen (Crawford et al. 
2018; Chen et al. 2018; Katewa et al. 2017). Damit in Einklang wurde in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der reversible Btk-Inhibitor GCD-0853 sogar in 20-
fach höherer Konzentration, als für die maximale Hemmung der FcyRIIA-vermittelten 
Thrombozytenaktivierung benötigt wurde, die in vitro Blutungszeit, gemessen mit 
dem PFA-200®, nicht erhöht. GDC-0853 hemmte außerdem die Thrombozyten-
aggregation nach niedriger, nicht aber nach hochdosierter Kollagenstimulation sowie 
die die vWF/GPIb-vermittelte Thrombozytenaggregation nach Ristocetin-Stimulation. 
Diese Ergebnisse mit GCD-0853 ähneln dem Thrombozytenphänotyp Btk-defizienter 
XLA-Patienten und XID-Mäusen. Weiterhin wurden in einer Phase I Studie auch nach 
oraler Einnahme ansteigender Dosierungen von GDC-0853 keine Blutungen bei den 
Probanden festgestellt. Entsprechend meinen Ergebnissen reichte eine 




nach CD32 cross-linking und HIT-Serum komplett zu hemmen. Der Inhibitor zeigte 
dabei einen sehr niedrigen IC50 Wert (11nM), was mit dem IC50 von GDC-0853 für 
die Hemmung der Btk-Autophosphorylierung im Blut übereinstimmt (11nM) (Crawford 
et al. 2018). Eine niedrige Dosis oral verabreichten GDC-0853 sollte daher in der 
Lage sein, den thrombozytären Fc-Rezeptor-Signalweg effizient zu hemmen und die 
Thrombozytenaktivierung bei HIT zu verringern.  
 
5.2 Fc-Rezeptor vermittelte thrombozytäre Spontanaggregation im Blut 
Erstmals wurde hier eine 2. Form der SPA im Blut gemessen mit MEA beschrieben, 
und deren Mechanismus identifiziert. Diese SPA begann nach drei bis vier Minuten 
und war nach 10 Minuten deutlich messbar. Sie ist von der 1. Form der SPA 
abzugrenzen, welche ADP-abhängig ist, in den ersten Minuten beginnt und nur 
beobachtet wird, wenn das Blut in der dreiminütigen Vorinkubations- und 
Aufwärmzeitzeit gerührt wird (Bampalis et al. 2012). Die Ergebnisse zeigen, dass die 
2. Form der SPA abhängig von der FcγRIIA Aktivierung ist. Zum einen führte eine 
Blockierung des Rezeptors durch Vorinkubation mit einem CD32-Antikörper zu einer 
deutlichen Reduzierung der SPA. Weiterhin führte die Hemmung des FcγRIIA-
Signalwegs durch die Btk-Inhibitoren GDC-0853 (in vitro) und Ibrutinib (ex vivo) 
ebenfalls zur Blockierung der SPA. Auch die Vorinkubation mit einem humanen IgG-
Antikörper, der gegen den humanen Fc-Teil gerichtet ist, führte zu einer Verringerung 
der erhöhten SPA.  
Es bleibt die Frage, was den FcγRIIA im Blut gesunder Probanden spontan aktiviert 
und dadurch eine erhöhte SPA herbeiführt. Es wurde beobachtet, dass nur einige der 
gesunden Probanden eine erhöhte SPA aufweisen, also interindividuelle 
Unterschiede vorliegen müssen. Zwar schwankte das Ausmaß der SPA bei allen 
getesteten Probanden zwischen den Messtagen, aber sie lag konstant entweder im 
Rahmen einer erhöhten oder einer normalen SPA. Einen Grund für diese 
interindividuellen Unterschiede könnten die oben bereits beschriebenen 
Polymorphismen des Fc-Rezeptors darstellen (Qiao et al. 2015; Warmerdam et al. 
1990). Spender mit dem Genotyp Arg/Arg-131-Genotyp reagieren sensitiver auf 
verschiedene Stimuli (Clancy et al. 2019), möglichweise sind es auch diese Spender, 
die eine erhöhte SPA aufweisen. Generell kann der Fc-Rezeptor durch viele 
verschiedene körpereigene, Agonisten aktiviert werden. Prinzipiell können IgG-




2015) mit ihrem Fc-Teil an FcγRIIA binden, und  durch cross-linking den Rezeptor 
aktivieren. Dies können auch anti-thrombozytäre Antikörper (wie beispielsweise 
gegen GPVI-gerichtete IgGs, oder, wie in der Arbeit gezeigt, der CD9-Antikörper) 
bewerkstelligen, welche mit ihrem Fv-Teil an spezifische Glykoproteine auf der 
Thrombozytenoberfläche binden und mit ihrem Fc-Teil an FcγRIIA.  
Weiterhin kann der Rheumafaktor (RF), welcher ein gegen den Fc-Teil von IgG 
gerichteter Autoantikörper verschiedener Ig-Subklassen darstellt, durch die Bildung 
von Immunkomplexen Fc-Rezeptoren aktivieren (Ingegnoli et al. 2013; Ben 
Mkaddem et al. 2019). Der RF der IgM- und IgA-Subklasse ist nicht nur der 
bekannteste diagnostische Marker der Rheumatischen Arthritis, sondern wird auch 
bei Patienten mit anderen rheumatischen und infektiösen Erkrankungen, und sogar 
bei bis zu 5% der Gesunden gefunden (Feist et al. 2007; Schneider et al. 2019; 
Ingegnoli et al. 2013). Es gibt auch RFs der IgG-Subklasse, welche an den Fc-Teil 
von IgG1, IgG2, IgG4 binden, nicht aber an IgG3. Hoch spezifische und potente Btk-
Inhibitoren zeigten in vorklinischen Studien gute Ergebnisse in der Behandlung von 
RA (Gillooly et al. 2017). Die Hemmung einer erhöhten SPA nach Vorinkubation des 
Blutes mit einem humanem, gegen den Fc-Teil von IgG gerichteten Antikörper 
unterstützt die Hypothese, dass der RF involviert sein könnte, weil er die Anlagerung 
des RF verhindern würde.  
Da die Thrombozytenaktivierung und Aggregation mit daraus resultierenden 
arteriellen Thrombosen der zentrale Bestandteil in der Entstehung eines akuten 
Koronarsyndroms und anderer kardiovaskulären Erkrankungen sind, könnte die 
Untersuchung der SPA nützlich sein, um diese Prozesse besser zu verstehen. Die 
FcγRIIA-vermittelte erhöhte SPA könnte einen möglichen Risikofaktor für 












6 Klinische Relevanz 
Die Ergebnisse der durchgeführten Experimente zeigen, dass reversible oder niedrig 
dosierte irreversible Btk-Inhibitoren eine neue Möglichkeit zur Hemmung der 
FcγRIIA-vermittelten Thrombozytenaktivierung darstellen. In klinischen Studien 
könnten sie dazu genutzt werden, der Entstehung einer HIT bereits in einer frühen 
Stufe entgegenzuwirken und damit an einem Punkt ansetzen, der therapeutisch 
bisher nicht in Angriff genommen wird.  
Neben der Hemmung der FcγRIIA-vermittelten Thrombozytenaggregation und 
Sekretion von Granula-Inhaltstoffen (wie prothrombotischen Koagulationsfaktoren 
und entzündlichen Zytokinen) bewirken Btk-Inhibitoren außerdem eine Hemmung der 
FcγRIIA-induzierten thrombozytären P-Selektin-Expression und damit der Interaktion 
der Thrombozyten mit Monozyten und Endothelzellen, was die Bildung von 
Thrombosen und Entzündungen bei HIT reduziert. Auch die in dieser Arbeit gezeigte 
Hemmung der Bildung von Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen, welche über die 
Bildung von NETs zur Thrombusbildung beitragen (Gollomp et al. 2018; Perdomo et 
al. 2019), sollte sich günstig auf die Entwicklung des Krankheitsbildes auswirken. 
Aufgrund der fehlenden Neubildung von Btk in Thrombozyten und der kovalenten 
Bindung der irreversiblen Btk-Inhibitoren, reichen hier schon niedrige 
Konzentrationen aus, um die Btk-Aktivierung in Thrombozyten selektiv zu hemmen, 
ein ähnliches Prinzip wie die Einnahme von Aspirin in niedriger Dosierung (Lorenz et 
al. 1981). Da die irreversiblen Btk-Inhibitoren bei niedriger Dosierung die Btk-ähnliche 
Tyrosinkinase Tec nicht oder nur gering hemmen sollten, sollte auch nicht die Gefahr 
von Blutungen zu erwarten sein. Eine Alternative bieten die reversiblen Btk-
Inhibitoren, die, weil reversibel, sicherer und einfacher zu dosieren sind, und 
wahrscheinlich auch bei hoher Dosierung keine Blutungen auslösen. Der hoch-
wirksame reversible Btk-Inhibitor GDC-0853 erreicht beispielsweise bei einer täglich 
eingenommenen Einzeldosis 1-3 Stunden nach Einnahme seine maximale 
Plasmakonzentration, und hat auch weitere gute pharmakokinetische und 
pharmakodynamische Eigenschaften (Herman et al. 2018). Reversible Btk-
Inhibitoren blockieren dazu nicht nur die FcγRllA-Aktivierung von Thrombozyten, wie 
in dieser Arbeit gezeigt, sondern auch die Aktivierung von B-Lymphozyten und 
Monozyten (Crawford et al. 2018) und eventuell auch von neutrophilen Granulozyten 
(Herter et al. 2018; Fiedler et al. 2011). Sie dürften somit thrombozytenunabhängig 




und die granulozytäre NET-Bildung hemmen und damit zur Hemmung der 
Thrombusbildung bei HIT beitragen.  
Um herauszufinden, ob reversible oder irreversible Btk-Inhibitoren für die Behandlung 
einer HIT besser geeignet sein könnten, wären zunächst Untersuchungen an einem 
in vivo Maus Modell geeignet (Reilly et al. 2001). In transgenen Mäusen, die sowohl 
den humanen Thrombozyten-FcγRllA als auch den humanen PF4 exprimieren, 
wurde bereits ein Syk-Hemmer als Behandlungsmöglichkeit für HIT getestet (Reilly et 
al. 2011). In diesem Modell könnten zusätzlich auch die Effekte von Btk-Inhibitoren 
auf die Neutrophil-Aktivierung bei einer HIT untersucht werden (Herter et al. 2018; 
Fiedler et al. 2011). Aktuelle Berichte einer FcγRllA-Aktivierung von Neutrophilen, 
von Neutrophilen-Thrombozyten-Interaktionen und NET-Bildung bei HIT rücken 
Neutrophilen-vermittelte Mechanismen ins Zentrum der Pathophysiologie dieser 
Erkrankung, welche wahrscheinlich durch Btk-Inhibitoren hemmbar sind (Perdomo et 

























Der gefährlichste Aspekt einer Heparin-induzierten Thrombozytopenie vom Typ II 
(HIT) ist die Bildung von Thrombosen. Diese sind für die hohe Letalität dieser 
Krankheit verantwortlich und bislang noch nicht ausreichend therapierbar. 
Ein früher Schritt und zentraler Bestandteil der HIT-Pathogenese ist die Aktivierung 
des thrombozytären Fc-Rezeptor (FcγRIIA, CD32a) durch Heparin-PF4-IgG 
Immunkomplexe (Abb. 35), welcher bisher in der Therapie noch nicht berücksichtigt 
wird. Eine Komponente des FcγRIIA Signalwegs in Thrombozyten ist die Aktivierung 
der Brutons Tyrosinkinase (Btk), ihre Bedeutung für die Fc-Rezeptor stimulierte 
Thrombozytenaktivierung war bisher jedoch unbekannt.  
In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, ob die FcγRIIA-
vermittelte Thrombozytenaggregation durch Btk-Inhibitoren gehemmt werden kann. 
Getestet wurden sowohl die für die Behandlung von B-Zellerkrankungen 
zugelassenen irreversiblen Btk-Inhibitoren Ibrutinib und Acalabrutinb und die sich 
noch klinischen Studien für die Behandlung von B-Zellerkrankungen befindenden 
Btk-Inhibitoren BGB-3111 (Zanubrutinib) und ONO/GS-4059 (Tirabrutinib). Weiterhin 
wurden der irreversible Btk-Inhibitor Evobrutinib (in klinischen Studien zur 
Behandlung der Multiplen Sklerose) und der reversible Btk-Inhibitor GDC-0853 
(Fenebrutinib, in klinischen Studien zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen) 
getestet.  
Die Ergebnisse zeigen, dass alle getesteten Btk-Inhibitoren die Thrombozyten-
aktivierung nach FcγRIIA-Stimulation durch Antikörper cross-linking, CD9-Antikörper 
und HIT-Serum hemmten. Die Konzentrationen bei denen die Btk-Inhibitoren 50% 
(IC50) der FcγRIIA cross-linking induzierten Thrombozytenaggregation hemmten, 
lagen für die irreversiblen Btk-Inhibitoren bei 0,08µM (Ibrutinib), 0,11µM (BGB-3111), 
0,38µM (Acalabrutinib), 0,42µM (ONO/GS-4059) und 1,13µM (Evobrutinib) und für 
den reversiblen Btk-Inhibitor GDC-0853 bei 0,011µM. Die IC50 Werte waren für 
Ibrutinib und Acalabrutinib damit vier- bis fünfmal niedriger als die 
Plasmakonzentrationen bei Patienten, die diese Btk-Inhibitoren zur Behandlung von 
B-Zellerkrankungen erhalten. Außerdem supprimierten die Btk-Inhibitoren die ATP-
Sekretion der Thrombozyten, deren P-Selektin-Expression und die Bildung von 
Thrombozyten-Neutrophil-Komplexen nach FcγRIIA cross-linking. Die P-Selektin-
vermittelte Interaktion von Thrombozyten und Neutrophilen führt zur Ausbildung von 




Fibrinogen und somit zur Bildung von Thromben beitragen (Perdomo et al. 2019). P-
Selektin aktivierter Thrombozyten interagiert außerdem mit dem PSGL-1-Rezeptor 
auf Monozyten und regt diese zur TF-Synthese und Thrombinbildung an (Pouplard et 
al. 2001). Durch die Hemmung der P-Selektin-Expression ist das Risiko einer 
Thrombusbildung also deutlich herabgesetzt. Die Einnahme einer einzigen oralen 
Dosis Ibrutinib (280 mg) reichte bereits aus, um eine schnelle und anhaltende 
Hemmung der Thrombozyten-FcγRIIA-Aktivierung zu erreichen. 
In weiteren Studien könnte untersucht werden, ob es sinnvoller ist, niedrig dosierte 
irreversible oder reversible Btk-Inhibitoren klinisch einzusetzen. Reversible Btk-
Inhibitoren haben den Vorteil, dass sie (weil reversibel) sicherer sind und, wie hier in 
vitro gezeigt, wahrscheinlich nicht zu Blutungen führen. Zudem inhibieren sie 
möglicherweise zusätzlich die initiale HIT-Antikörperbildung durch Suppression der 
B-Lymphozyten, sowie die monozytäre TF-Expression und die NET-Bildung, wodurch 
sie die Hemmung der Thrombusbildung bei HIT verstärken würden. 
Ob Btk-Inhibitoren dazu genutzt werden können, HIT zu behandeln, muss in 
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AA  Arachidonsäure (arachidonic acid) 
Abb.  Abbildung 
Aca  Acalabrutinib 
ADP  Adenosindiphosphat 
AK  Antikörper 
APC  Allophycocyanin 
ASS  Acetylsalicylsäure 
AT  Antithrombin 
ATP  Adenosintriphosphat 
AU  aggregation unit 
B 
BGB-3111 Zanubrutinib 
Btk  Brutons Tyrosin Kinase 
BTKi  Btk-Inhibitor/en 
C 
cAMP  Zyklisches Adenosinmonophosphat 
CD62P P-Selektin 
CLL  Chronisch lymphatische Leukämie 
COX-1 Cyclooxygenase 1 
CRP  collagen-related peptide 
D 
DOAC Direkte orale Antikoagulanzien 
E 
ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
ELIspot Enzyme-linked Immuno Spot Assay 
Evo  Evobrutinib 
F 
Fab2  Antigen-bindendes F(ab)2-Fragment eines Antikörpers 
FACS  Fluorescence-activated cell sorting 
Fc  fragment crystallizable, Fc-Teil eines Antikörpers  




FITC  Fluorescein-isothiocyanat 
FMO  fluorescence minus one  
FSC  Forward Scatter 
Fv  variable Region eines IgG 
G 
GAG  Glykosaminoglykan 
GDC-0853 Fenebrutinib 
GP  Glykoprotein 
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
H 
H  Heparin 
HIT  Heparin-induzierte Thrombozytopenie  
I 
Ibr  Ibrutinib 
IgA  Immunglobin A 
IgG  Immunglobin G 
IP3  Inositoltrisphosphat 
ITAM  Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 
L 
LAT  Linker of activated T-cells 
LMWH Niedermolekulares Heparin 
M 
MCL  Mantelzelllymphom 
MEA  Multiple electrode aggregometry 
min.  Minute 
MW  Mittelwert 
N 
NaCl  Natriumchlorid 
NET  Neutrophile extrazelluläre Traps 
NHL  Non-Hodgkin-Lymphom 
O 
ONO/GS-4059  Tirabrutinib 
P 




PBS  phosphate buffered saline 
PE  Phycoerythrin 
PF4  Plättchenfaktor 4 
PFA-200 platelet function analyzer-200 
PH  Pleckstrin Homologie 
PI3-K  Phosphoinositid-3-Kinasen 
PIP2  Phosphatidylinositbisphosphat 
PIP3   Phosphatidylinosittrisphosphat 
PKC  Proteinkinase C 
PLCβ  Phospholipase Cβ 
PLCγ2 Phospholipase Cγ2  
PRP  Plättchen reiches Plasma 
PSGL-1 P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 
PTFE  Poly-tetra-fluoro-ethylene 
PTT  Partielle Thromboplastinzeit 
R 
R  Rezeptor 
RA  Rheumatische Arthritis 
RF  Rheumafaktor 
S 
SD  standard deviation 
SH  Src-Homologie 
SLE   Systemischer Lupus erythematodes 
SNP  Einzelnukleotid-Polymorphismus 
SPA  Spontanaggregation 
SRA  Serotonin-Release-Assay 
SSC  Side Scatter 
T 
Tab.   Tabelle 
Tec  Tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma  
TF  Tissue Factor 
TNF  Tumornekrosefaktor 
TP  Thromboxan-Rezeptor 




TxA2   Thromboxan-A2 
U 
UFH  Unfraktioniertes Heparin 
V 
VKA  Vitamin-K-Antagonisten 
vWF  von-Willebrand-Faktor 
X 
XLA  hereditary X-linked agammaglobulinemia, Bruton-Syndrom 























Publikation im Rahmen dieser Dissertation 
99 
 
Publikation im Rahmen dieser Dissertation 
 
 
L. Goldmann, R. Duan, T. Kragh, G. Wittmann, C. Weber, R. Lorenz, P. von 
Hundelshausen, M. Spannagl, W. Siess (2019) 
„Oral Bruton tyrosine kinase inhibitors block activation of the platelet Fc receptor 
CD32a (FcγRIIA): a new option in HIT?” 
































Zum Abschluss möchte ich mich bei allen bedanken, die zur Entstehung dieser Arbeit 
beigetragen haben. 
 
Als erstes bedanke ich mich ganz herzlich bei Herrn Prof. Dr. W. Siess, meinem 
Betreuer und Doktorvater, für die Vergabe dieses interessanten Themas, die 
exzellente Betreuung, die intensive Förderung und Unterstützung der Arbeit und der 
Publikationen, die fachliche Expertise, sowie für die Geduld bei der Korrektur. 
 
Besonderen Dank auch an Herrn Prof. Dr. R. Lorenz für die statistische Hilfestellung. 
 
Ich bedanke mich bei allen, die zur Publikation im Rahmen dieser Doktorarbeit 
beigetragen haben: R. Duan für die Unterstützung in der Durchführung der FACS 
Experimente, Dr. T. Kragh für die Durchführung der PFA-200® Experimente, Herrn 
Dr. med. G. Wittmann für die Bereitstellung des Patientenserums sowie bei Herrn 
Prof. Dr. C. Weber, Prof. Dr. M. Spannagl und Dr. P. von Hundelshausen. 
 
Ganz herzlich bedanke ich mich auch bei Kathrin von Oheimb für die 
organisatorische Hilfe, technische Assistenz, tatkräftige Unterstützung bei der 
Durchführung mancher Experimente und Beantwortung meiner Fragen. 
 
Zuletzt bedanke ich mich noch bei all den netten und stets zuverlässigen Probanden, 














Eidesstattliche Versicherung  
 
Hiermit versichere ich, Luise Goldmann, an Eides statt, dass ich die vorliegende 
Dissertation mit dem Thema 
 
Hemmung der Fc-Rezeptor-(FcγRIIA)-Aktivierung auf Thrombozyten durch Btk-
Inhibitoren: Eine neue Option für die Behandlung der Heparin-induzierten 
Thrombozytopenie? 
 
selbständig verfasst, mich außer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient 
und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annähernd übernommen 
sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der 
Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.   
 
Ich erkläre des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder 
in ähnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen 






_______________________         _______________________  
       München, 30.04.21            Luise Goldmann 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
